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2. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
BDNF brain-derived neurotrophic factor 
CNS centrální nervový systém 
D1-D10 1.-10. den pokusu v Morrisov vodním bludišti 
DRPLA dentatorubrální palidoluysická atrofie (dentatorubral-palidoluysian atrophy)
E embryonální vývoj 
FGF14 fibroblastový rstový faktor 14 (fibroblast growth factor 14) 
GFP zelen fluoreskující protein (green fluorescent protein) 
GluR2 2 podjednotka glutamátového receptoru 
J jih, jedna ze startovních pozic v Morrisov vodním bludišti 
K kontrola, kontrolní operace 
Lc Lurcher (+/Lc) 
LTP dlouhodobá potenciace (long-term potentiation) 
MVB Morrisovo vodní bludišt 
n rozsah souboru 
NS nesignifikantní 
obr. obrázek 
Pcd Purkinje cell degeneration 
R trénink na rotarodu 
S sever, jedna ze startovních pozic v Morrisov vodním bludišti 
SCA spinocerebelární atrofie, spinocerebelární ataxie 
T transplantace 
tab. tabulka 
V východ, jedna ze startovních pozic v Morrisov vodním bludišti 
vs. versus 
WT wild typ (+/+) 
Z západ, jedna ze startovních pozic v Morrisov vodním bludišti 
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3. SOUHRN 
 Mutantní myši typu Lurcher jsou modelem olivocerebelární degenerace. Jedná se o 
heterozygoty nesoucí mutaci genu pro 2 podjednotku glutamátového receptoru. Porucha 
receptoru vyvolává excitotoxickou apoptózu Purkyových bunk, jejichž zánik vede k 
sekundárnímu úbytku granulárních bunk mozeku a neuron dolní olivy. Mutanti Lurcher 
trpí ataxií a poruchou prostorového uení a orientace. 
 Cílem práce bylo posoudit vliv transplantace embryonální mozekové tkán a nucené 
fyzické aktivity i jejich kombinace na schopnost prostorové orientace u mutantních myší typu 
Lurcher a sledovat pežívání mozekového transplantátu u dosplých a mladých mutantních 
myší Lurcher a dosplých myší typu wild. 
 Pro sledování pežívání transplantátu jsme použili dosplé myši typu wild a mladé a 
dosplé myši typu Lurcher kmene B6CBA. Ke zkoumání vlivu transplantace a nucené 
aktivity na schopnost prostorové orientace jsme použili dosplé a mladé myši Lurcher téhož 
kmene. Transplantát získaný z myších embryí bez mutace typu Lurcher byl aplikován do 
oblasti mozeku píjemce ve form solidních kousk tkán. Kontrolním zvíatm bylo 
aplikováno samotné vehikulum. Nucená fyzická aktivita spoívala v opakovaném tréninku na 
rotarodu. Prostorová orientace byla testována v Morrisov bludišti 9 týdn po operaci. 
Histologické vyšetení pítomnosti transplantátu bylo provedeno 3, 6 a 9 týdn po 
transplantaci nebo po skonení testu prostorové orientace. 
Nebyly zjištny významné rozdíly v pežívání transplantátu mezi dosplými zvíaty 
typu Lurcher a wild, ani mezi mladými a dosplými mutanty Lurcher. U myší typu wild bylo 
mírn astjší prorstání transplantátu do hostitelské tkán než u dosplých myší Lurcher. U 
mladých myší Lurcher byla v transplantátu astji patrná struktura mozekové kry a astjší 
bylo i prorstání transplantátu než u dosplých. U žádné skupiny myší nebyl zjevný pokles 
výskytu transplantátu bhem sledovaného období. Nebyl zjištn vliv tréninku na osud 
transplantátu. Schopnost prostorového uení byla u kontrolních mutant nižší než u myší typu 
wild. Dosplí mutanti navíc dosahovali horších výsledk než mladí. Fyzická aktivita výrazn 
zlepšila výsledky dosplých myší typu Lurcher. Vliv transplantace byl mírný. V kombinaci 
s tréninkem dokonce transplantace spíše snižovala jeho úinnost. U mladých myší typu 
Lurcher nebyl patrný vliv transplantace ani tréninku na schopnost prostorové orientace. 
Degenerativní postižení mozeku myší typu Lurcher ani jejich vk neovlivují 
pežívání embryonálního mozekového transplantátu a mírn zasahují do jeho vývoje. Nucená 
fyzická aktivita zlepšila schopnost prostorové orientace jen u dosplých myší typu Lurcher. 
Vliv transplantace byl sporný. 
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4. SUMMARY 
 Lurcher mutant mice represent a model of olivocerebellar degeneration. They are 
heterozygots carrying a mutation in the glutamate receptor 2-subunit gene. The receptor 
malfunction causes excitotoxic apoptosis of Purkinje cells, extinction of which leads to 
secondary degeneration of cerebellar granule cells and inferior olive neurons. Lurcher mutants 
suffer from ataxia and deterioration of spatial learning and orientation ability. 
 The aim of the work was to assess the effect of embryonic cerebellar tissue 
transplantation and enforced physical activity as well as the effect of their combination on 
spatial orientation ability in Lurcher mutant mice and to observe cerebellar graft survival in 
adult and young Lurcher and adult wild type mice. 
 For the graft survival analysis adult wild type mice and young and adult Lurcher 
B6CBA mice were used. To study the effect of the transplantation and enforced activity on 
spatial orientation adult and young Lurchers of the same strain were used. The graft obtained 
from mouse embryos without the Lurcher mutation was applied into the cerebellar area of the 
host as solid pieces. Control mice were treated only with vehicle. Enforced activity was 
represented with repeated rotarod training. Spatial orientation was tested in the Morris maze 9 
weeks after the surgery. Histological examination of the graft presence was performed 3, 6 
and 9 weeks after the transplantation or after finishing the spatial orientation test. 
Significant differences in graft survival neither between adult Lurcher mutant and wild 
type mice nor between young and adult Lurchers were found. In wild type mice graft 
sprouting into host tissue was slightly more frequent than in adult Lurchers. In young 
Lurchers, the cerebellar cortical structure was observed more often in the graft and graft 
sprouting was more frequent than in adult ones. In any of the experimental groups no evident 
decrease of frequency of graft presence during the period studied was observed. No effect of 
the training on graft fate was found. Spatial orientation ability was lower in control Lurchers 
than in wild type mice. Moreover, adult mutants reached worse results than young ones. 
Physical activity significantly improved the performance of adult Lurcher mice. The effect of 
the transplantation was moderate. When combined with the training, the transplantation even 
decreased its effect. In young Lurcher mice, neither the effect of the transplantation nor the 
effect of the training on spatial orientation ability were found. 
 Neither the degenerative affection of the cerebellum of Lurcher mutant mice nor their 
age influenced survival of the embryonic cerebellar graft but they slightly interfere with its 
development. Enforced physical activity improved spatial orientation ability only in adult 
Lurcher mice. The effect of the transplantation was ambiguous. 
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5. ÚVOD - SOUASNÝ STAV EŠENÉ PROBLEMATIKY 
 
5.1. Stavba mozeku 
 
 Mozeek (cerebellum) leží v zadní jám lební dorsáln za prodlouženou míchou a 
Varolovým mostem. Skládá se ze dvou hemisfér a mezi nimi ležícího vermis. Povrch 
mozeku je lenn závity a fisurami a je lenitjší než povrch velkého mozku. Fisury oddlují 
lobus flocculonodularis, lobus anterior a lobus posterior. Laloky jsou dále rozlenné do 
nkolika lobul sestávajících z folií. S mozkovým kmenem je mozeek spojen temi 
pedunkuly. 
 Na povrchu mozeku je kra, pod ní bílá hmota složená z neuroglie a nervových 
vláken. V hloubce bílé hmoty jsou uložena mozeková jádra - nucleus dentatus, emboliformis, 
fastigii a globosus. Nucleus globosus a emboliformis jsou nkdy oznaovány spoleným 
názvem nucleus interpositus. 
 Kra mozeku má díky bohatému lenní znanou plochu a díky pítomnosti velkého 
množství hust rozmístných drobných neuron tak obsahuje více nervových bunk než kra 
velkého mozku (Glickstein, 1992). Histologicky je kra mozeku lenna do tí vrstev: 
molekulární (stratum moleculare), ganglionární (stratum gangliosum) a granulární (zrnitá, 
stratum granulosum). Vrstva molekulární je nejsvrchnjší a obsahuje pomrn málo 
nervových bunk. Nacházejí se v ní buky košíkové a buky hvzdicové, které vytváejí 
inhibiní synapse s Purkyovými bukami následující vrstvy. Ganglionární vrstva je tvoena 
jednou vrstvou Purkyových bunk, které patí k nejvtším neuronm. Jejich bohaté 
dendritické stromy se vtví typicky v jedné rovin ve vrstv molekulární. Axony 
Purkyových bunk smují do mozekových jader, vestibulárních jader a retikulární 
formace, kde koní inhibiními synapsemi, a jsou jediným výstupem z mozekové kry. 
Granulární vrstva leží nejhloubji a je velmi bohatá na buky. Nacházejí se v ní velmi poetné 
granulární buky a buky Golgiho. Axony granulárních bunk vstupují do molekulární 
vrstvy, kde se vtví ve tvaru písmene T, a jejich ramena pak probíhají paraleln s povrchem 
kry. Proto se nazývají vlákna paralelní. Vytváejí excitaní synapse s dendrity Purkyových 
bunk a s bukami hvzdicovými a košíkovými. Mediátorem je glutamát. Do kry mozeku 
vstupují cholinergní mechová vlákna smující ke granulárním bukám a glutamátergní i 
aspartátergní šplhavá vlákna z olivárního komplexu k Purkyovým bukám. 
Aferentní spoje mozeku jsou spinocerebelární (pední a zadní) z míchy pivádjící 
informace z proprioreceptor a exteroreceptor, bulbopontomezencefalické (olivocerebelární, 
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vestibulocerebelární, retikulocerebelární, tektocerebelární, cuneocerebelární, rubrocerebelární, 
trigeminocerebelární). Eferentní spoje jsou tvoeny jednak vlákny jdoucími z kry mozeku 
do vestibulárních jader a retikulární formace (dlouhé kortikofugální dráhy), jednak drahami 
vycházejícími z mozekových jader do vestibulárních jader, k retikulární formaci, k jádrm 
hlavových nerv, do thalamu a mozkové kry (Mysliveek, 2003; Ganong, 2005). 
 
5.2. Funkce mozeku 
 
 Z funkního a fylogenetického hlediska rozlišujeme ti ásti mozeku. Fylogeneticky 
nejstarší vestibulární mozeek (vestibulocerebellum, archicerebellum) je nezbytný 
k udržování vzpímené polohy tla pi stoji a chzi a podílí se na ízení automatických 
pohyb oí. Spinální mozeek (spinocerebellum, paleocerebellum) se podílí na ízení 
svalového naptí, aktivuje inhibiní sestupný systém retikulární formace. Korový mozeek 
(cerebrocerebellum, neocerebellum), fylogeneticky nejmladší ást, kontroluje koordinaci 
pohyb, podílí se na plánování a podncování pohybu (Trojan a spol., 1994; Mysliveek, 
2003; Ganong, 2005). 
Nejdéle známá je úloha mozeku v ízení koordinace pohyb, svalového tonu a 
rovnováhy. Pozdji byla objevena úast mozeku v motorickém uení (Marr, 1969; Ito, 1984; 
Houk a spol., 1996; Braitenberg a spol., 1997). Narstající poet experimentálních i 
klinických studií ukazuje, že se mozeek výrazn uplatuje také v kognitivních funkcích a 
podílí se i na organizaci vyšší nervové innosti (Schmahmann a Sherman, 1998; Thach, 
2007). Pokusy na zvíatech prokázaly úast mozeku v ad typ uení (napíklad Botez a 
spol., 1985; Lalonde a spol., 1986) vetn klasického podmiování, pro které jsou dležitá 
spíše mozeková jádra (McCormick a Thompson, 1984; Thompson, 1990; Porras-García a 
spol., 2005), a prostorového uení (Lalonde, 1987a; Dahhaoui a spol., 1992; Vožeh a spol., 
2001a; Porras-García a spol., 2005). Zapojení mozeku v kognitivních funkcích podporuje 
nález aktivace mozeku pi pedstav pohybu konetiny nedoprovázené skuteným pohybem 
nebo poítání, který ukazuje na zapojení mozeku do mentálních proces (Decety a spol., 
1990; Ryding a spol., 1993). 
 
5.3. Poruchy mozeku 
 
Poškození mozeku vede nejastji k zánikovému mozekovému syndromu. Vzácnji 
se vyskytuje iritaní mozekový syndrom. Zánikový syndrom se projevuje zvýšenou 
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pasivitou, dysmetrií, asynergií, intenním tesem, ataxií stoje a chze. Chze i stoj jsou nejisté 
s titubacemi a širokou bazí. Pohyblivost v kloubech je zvtšená, jsou zvýšené souhyby 
konetin pi chzi. Neschopnost vasného zastavení pohybu vede k tzv. rebound fenoménu. 
Asynergie znamená poruchu synchronizace innosti jednotlivých svalových skupin. Velká 
asynergie se týká postojové motoriky a lokomoce. Malá asynergie postihuje jemnou cílenou 
motoriku a jejím dsledkem je neschopnost provádt rychle za sebou alternující pohyby 
oznaovaná jako adiadochokinéza. Pi jednostranném poškození mozeku jsou projevy 
ipsilaterální vzhledem k lokalizaci léze (Mysliveek, 2003; Bastian a spol., 1999). 
Iritaní mozekový syndrom je v podstat opakem zánikového a do jisté míry 
pipomíná parkinsonský syndrom (Mysliveek, 2003). 
 U pacient s mozekovým postižením byly krom obvykle nejnápadnjšího 
motorického postižení zjištny poruchy i jiného než motorického uení (Foiez a spol., 1992; 
Drepper a spol., 1999) a byl popsán kognitivn-afektivní syndrom (Schmahmann a Sherman, 
1998; Schmahmann, 2004). Syndrom zahrnuje poruchu schopnosti plánování, abstrakce, 
zhoršení pracovní pamti, poruchu prostorové orientace, zmny osobnosti, otupení afektivity 
a uvolnné nebo neadekvátní chování. Jsou také eové problémy, jako snížení plynulosti ei, 
dysprosodie, agramatismus a mírná anomie. Výsledkem tchto zmn je povšechné snížení 
intelektu, zatímco pozornost a bdlost není narušena (Schmahmann a Sherman, 1998). Také 
jsou popisovány zmny osobnosti, obsesivn-kompulsivní tendence a psychotické myšlení 
(Schmahmann, 2004). Možná je i souvislost se schizofrenií, nebo	 u pacient trpících touto 
nemocí byl nalezen menší objem vermis mozeku (Nopoulos a spol., 1999; Ichimiya a spol., 
2001; Loeber a spol., 2001) a menší asymetrie mozekových hemisfér (Loeber a spol., 2001). 
 
5.3.1. Ddiná degenerativní onemocnní mozeku 
 Ddiné ataxie pedstavují rozsáhlou heterogenní skupinu neurodegenerativních 
chorob postihujících mozeek, jeho spoje a pípadn další ásti nervového systému (míchu, 
mozkový kmen, bazální ganglia, periferní nervový systém). Nepatí sice zdaleka 
k nejastjším neurodegenerativním onemocnním (napíklad ve srovnání s Alzheimerovou 
nebo Parkinsonovou nemocí), pesto jejich výskyt není zanedbatelný. 
Ddiné ataxie se projevují pedevším progresivním zánikovým mozekovým 
syndromem. Další projevy plynou z lokalizace a charakteru zmn, které u konkrétního typu 
onemocnní degeneraci mozeku provázejí. Podle typu ddinosti jsou ataxie lenny na 
autosomáln recesivní a autosomáln dominantní (Harding, 1983; Klockengether a Evert, 
1998). 
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Autosomáln recesivní ataxie jsou zpsobené ztrátou (správn fungujícího) proteinu, 
nezbytného pro funkci a pežívání urité populace neuron (Klockengether a Evert, 1998). 
Píkladem jsou Friedreichova ataxie nebo ataxia teleangiectatica. 
V pípad autosomáln dominantních ataxií se pedpokládá patologické psobení 
proteinu s abnormálními vlastnostmi (Klockengether a Evert, 1998). Do této kategorie patí 
rozsáhlá skupina spinocerebelárních ataxií (SCA, rovnž je užíván název spinocerebelární 
atrofie), díve nazývaných autosomáln dominantní mozekové ataxie. Vzhledem ke znané 
podobnosti klinických píznak je mnohdy nutné ke stanovení pesné diagnózy genetické 
vyšetení. Také dnes používaná klasifikace je založena na tom, který gen je mutován, nikoliv 
na klinickém a neuropatologickém nálezu: SCA1 - SCA8, SCA10 - SCA23, mutace v genu 
pro fibroblastový rstový faktor 14 (FGF14), SCA25 a dentatorubrální palidoluysická atrofie 
(DRPLA) (Manto, 2005). Nejbžnjšími z tchto ataxií jsou SCA1, SCA2, SCA3, SCA6 a 
SCA7. Za nejastjší z nich je považována SCA3. Celková prevalence této skupiny chorob je 
1 až 4 pípady na 100 000 lidí se znanými geografickými odchylkami (Manto, 2005). 
Prmrný vk, ve kterém se nemoc zaíná projevovat, je tetí dekáda, avšak jsou znané 
rozdíly mezi jednotlivými typy SCA (Schöls a spol., 2004). 
 
5.3.2. Zvíecí modely ddiných degenerativních poškození mozeku 
Stejn jako známe v lidské patologii celou adu ddiných degenerativních 
onemocnní mozeku, existuje i nkolik rzných typ mutantních nebo transgenních myší 
postižených mozekovou degenerací. Podle toho, jaká další ást centrálního nervového 
systému (CNS) je postižena, rozlišujeme napíklad modely olivocerebelární degenerace nebo 
spinocerebelární degenerace. Tato zvíata slouží jako biologické modely onemocnní a 
používají se k výzkumu funkce mozeku, následk jeho poškození, patogeneze 
degenerativních chorob mozeku a v neposlední ad možností terapeutického ovlivnní 
degenerativního procesu nebo jeho funkních následk. Nkteré z používaných myších 
kmen jsou modelem konkrétního lidského onemocnní (napíklad myši typu SCA1 nebo 
SCA2 jsou modelem spinocerebelární ataxie typu 1 a 2) a nesou stejnou nebo podobnou 
mutaci, jaká se vyskytuje u postižených lidí. Onemocnní u jiných typ myší je lidským 
chorobám pouze podobné a je spíše obecným modelem degenerativních chorob mozeku. 
Jednotlivé myší modely degenerativního onemocnní mozeku se liší kombinací typ 
mozekových bunk, které zanikají, mírou postižení jednotlivých typ bunk, postižením 
dalších nervových struktur mimo mozeek a také funkními projevy onemocnní. Byly 
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popsány rozdíly v tíži motorického deficitu mezi rznými typy myší trpících mozekovou 
atrofií (Lalonde a Strazielle, 2001). 
K nejznámjším pirozeným mutantm s degenerací mozeku patí pcd mutanti, myši 
typu weaver, staggerer, hot-foot, nervous, reeler a Lurcher. 
Velmi asto používaným modelem jsou mutantní myši s degenerací Purkyových 
bunk - pcd mutanti (Purkinje cell degeneration). Tyto myši ztrácejí tém všechny 
Purkyovy buky mozeku mezi 3. a 4. týdnem života (Mullen a spol., 1976; Landis a 
Mullen, 1978). Pozdji se pidává degenerace granulárních bunk a mozekových jader, která 
je považována za sekundární následek zániku Purkyových bunk (Lalonde a Strazielle, 
2007). Granulární buky zanikají postupn a ve vku jednoho roku je jejich úbytek 90 % 
(Triarhou, 1998). Redukce objemu jader mozeku je asi 20 % u zvíat starých 300 dní 
(Triarhou a spol., 1987b). Od tetího týdne života postupn ubývá i neuron dolní olivy 
(Shojaeian a spol., 1988, Triarhou a Ghetti, 1991). Krom toho trpí pcd mutanti také 
postupnou retinální degenerací (Chang a spol., 2002). 
U pcd myší je tžce postižená motorika. Porucha chze je velmi dobe patrná. Zvíata 
se dotýkají bichem podložky (Triarhou a spol., 1996). Narušená je i schopnost prostorového 
uení, kdy pcd mutanti selhávají v Morrisov vodním bludišti se skrytým ostrvkem, avšak 
v testu s viditelným cílem dosahují dobrých výsledk. Tento rozdíl ukazuje, že jde skuten o 
poruchu prostorové navigace a nikoliv o dsledek motorické dysfunkce (Goodlett a spol., 
1992). 
Mutantní myši typu weaver ztrácejí pedevším granulární buky mozeku, zatímco 
buky Purkyovy jsou relativn ušeteny a zanikají nejvíce v pední ásti vermis (Hirano a 
Dembitzer, 1973; Blatt a Eisenmann, 1985a). Dolní oliva zstává relativn nepostižená (Blatt 
a Eisenmann, 1985a). Krom toho dochází k degeneraci substantia nigra (Roffler-Tarlov a 
Graybiel, 1984). Ddinost je semidominantní (Lalonde a Strazielle, 2007). Homozygotní 
jedinci jsou postiženi ataxií, mají horší výsledky v testech motorické koordinace (Lalonde 
1987c; Strazielle a spol., 2006) a zhoršenou visuomotorickou koordinaci ve vodním bludišti 
(Lalonde a Botez, 1986). 
U mutantních myší typu staggerer dochází k degeneraci Purkyových bunk a 
sekundárnímu úbytku granulárních bunk mozeku a neuron dolní olivy (Herrup, 1983; Blatt 
a Eisenmann, 1985b; Shojaeian a spol., 1985). Ddinost je autosomáln recesivní (Lalonde a 
Strazielle, 2007). Tžké postižení mozeku a dolní olivy vede u homozygot k výraznému 
narušení motoriky (Lalonde, 1987b; Lalonde a spol., 1996a). Heterozygoti jsou postiženi jen 
mírn. Porucha motoriky je patrná již ped zaátkem rozvoje degenerace mozeku a podílí se 
 11
na ní tedy nejen zánik bunk, ale i jejich narušená funkce (Caston a spol., 2003). Postižené je 
u nich i prostorové uení (Lalonde, 1987a) a selhávají v radiálním bludišti (Goldowitz a 
Koch, 1986). Je zmnná exploraní aktivita (Lalonde a spol., 1988b). Další abnormalitou 
tchto myší je hyperfagie (Guastavino a spol., 1991) a defektní thymus (Trenkner a 
Hoffmann, 1986). 
U mutantních myší typu hot-foot ubývají granulární buky mozeku a je porušená 
inervace Purkyových bunk. Postižení se projevuje ataxií, sníženým postojem, širokou bazí 
zadních konetin, trhavými pohyby zadních konetin (Guastavino a spol., 1990) a poruchou 
prostorového uení (Lalonde a spol., 1996b). 
Mutantní myši typu nervous se vyznaují zánikem Purkyových bunk mezi 3. a 8. 
týdnem života a zánikem granulárních bunk, který je pravdpodobn sekundární (Sotelo a 
Triller, 1979; Wassef a spol., 1987). Degenerace Purkyových bunk není rovnomrná. 
V prmru jich zaniká 90 %, ale v oblasti vermis napíklad jen 50 % (Sidman a Green, 1970). 
Dále dochází u tchto myší k degeneraci dorzálního kochleárního jádra (Berrebi a Mugnaini, 
1988). Na subcelulární úrovni byly v Purkyových bukách nalezeny zmny mitochondrií 
(Landis, 1973). Dalším postižením je pomalu progredující retinální degenerace (Mullen a 
LaVail, 1975; LaVail a spol., 1993; White a spol., 1993). Dsledkem degenerace mozeku je 
motorická porucha. Myši typu nervous zaostávají v motorických testech (Lalonde a Strazielle, 
2003). Zaostávají také v testu prostorového uení v Morrisov vodním bludišti se skrytým 
ostrvkem, avšak pokud byl cíl v bludišti viditelný, byly jejich výsledky dobré (Lalonde a 
Strazielle, 2003). 
Dalším z pirozených mutant jsou myši typu reeler. Mutace je lokalizována na 5. 
chromozomu, mutovaný gen kóduje reelin, protein extracelulární hmoty uplatující se pi 
adhezi a migraci bunk bhem vývoje, ddinost poruchy je recesivní (Beckers a spol., 1994). 
Dsledkem je porušené uspoádání ady struktur mozku a ektopická lokalizace neuron. 
Zmnn je také mozeek. Nejvíce postiženým typem bunk v mozeku jsou granulární buky 
(Caviness a Rakic, 1978). Myši typu reeler selhávají v Morrisov vodním bludišti se skrytým 
i viditelným ostrvkem (Lalonde a Strazielle, 2007). 
K pirozeným mutantm s postižením mozeku patí také myši typu Lurcher, kterým 
bude vnován následující odstavec (odstavec 4.3.3.). 
Genetickou modifikací byly vytvoeny transgenní nebo mutantní myši, které jsou 
modelem nkteré z lidských spinocerebelárních ataxií. K nejastji používaným patí myši 
typu SCA1 a SCA2. Existuje také nkolik myší s vyazeným uritým genem nezbytným pro 
ádný vývoj mozeku a pežívání a funkci jeho bunk. 
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Myši typu SCA1 nesou lidský mutovaný gen kódující ataxin-1 a psobící autosomáln 
dominantní spinocerebelární ataxii typu 1 (SCA1). Porucha spoívá v nadmrném opakování 
CAG tripletu a tedy prodloužené polyglutaminové sekvenci ve výsledném proteinu (podobn 
jako u nkolika dalších autosomáln dominantních ataxií a Huntingtonovy chorey). 
Molekulární vrstva kry mozeku tchto myší je tení, Purkyovy buky jsou svraštlé a mají 
chudší vtvení dendritických strom a mén dendritických spin (Clark a spol., 1997; 
Lalonde a Strazielle, 2007). Míra postižení závisí na potu opakování CAG tripletu. Myši se 
78 opakováními mají jen mírné zmny chování, které se dostavují ve vyšším vku. U myší 
nesoucích 154 opakování se neurologické abnormality vyvíjejí ve vku 9 týdn a zahrnují 
ataxii a kognitivní deficit (Yamada a spol., 2008). Clark a spol. (1997), kteí pracovali se 
zvíaty nesoucími 82 opakování CAG, popisují, že podle chování lze odlišit transgenní myši 
od myší typu wild ve vku 12 týdn. 
Myši typu SCA2 nesou 58 nebo 75 opakování CAG v genu kódujícím ataxin-2. 
V obou pípadech dochází k degeneraci Purkyových bunk a poruše motorických funkcí 
(Yamada a spol., 2008). 
 
5.3.3. Mutantní myši typu Lurcher 
Mutantní myši typu Lurcher jsou pirozeným modelem geneticky podmínné 
olivocerebelární degenerace. Jde o spontánní mutaci, která byla objevena v r. 1954. Tyto myši 
byly popsány v r. 1960 Phillipsem, který zjistil, že mutace se nachází na 6. chromosomu a že 
ddinost je semidominantní (Phillips, 1960). Mutanti typu Lurcher jsou heterozygoti (+/Lc). 
Homozygotní kombinace (Lc/Lc) je letálním faktorem. Mutace postihuje gen pro 2 
podjednotku glutamátového receptoru (GluR2, symbol alely: Grid2Lc) a spoívá v substituci 
vedoucí k zámn alaninu za threonin na konci tetí transmembránové domény 2 
podjednotky (Zuo a spol., 1997). GluR2 je exprimován pedevším Purkyovými bukami 
mozeku a neurony mozkového kmene (Araki a spol., 1993; Lomeli a spol., 1993; Mayat a 
spol., 1995; Takayama a spol., 1995, 1996; Landsend a spol., 1997) a pravdpodobn se 
uplatuje v dlouhodobé depresi (Kashiwabuchi a spol., 1995). Proto u mutant typu Lurcher 
(heterozygot), dochází postnatáln k zániku práv Purkyových bunk. Narušená funkce 
glutamátového receptoru vedoucí k nadmrnému vtoku kalcia do bunk spouští 
excitotoxickou apoptózu (Zuo a spol., 1997). Zánik Purkyových bunk je tedy pímým 
následkem mutace. Sekundárn ubývá granulárních bunk mozeku a neuron dolní olivy v 
dsledku ztráty cíle jejich axon, kterým jsou Purkyovy buky (Wetts a Herrup, 1982a,b). 
Degenerace je patrná od 8. dne po narození. V 26. dnu života zbývá 9 % Purkyových bunk, 
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63. den pouze 3 % a 91. den již v mozeku mutant typu Lurcher nejsou prakticky žádné 
Purkyovy buky a pežívá asi pouze 10 % granulárních bunk a 30 % neuron dolní olivy 
(Caddy a Biscoe, 1976; Caddy a Biscoe, 1979). Hustota hvzdicových a košíkových bunk 
v molekulární vrstv kry mozeku mutant typu Lurcher je stejná jako u myší typu wild, 
akoliv objem molekulární vrstvy je u mutant menší, což znamená, že musí docházet 
k úbytku tchto interneuron (Vogel a spol., 2007). Caddy a Biscoe (1979) udávají, že 
Golgiho neurony se u mutant Lurcher zdají být stejn etné jako u myší typu wild. Protože i 
granulární vrstva je redukovaná, znamená to opt snížení potu Golgiho bunk (Vogel a spol., 
2007). 
Jelikož axony Purkyových bunk jsou jediným výstupem z kry mozeku, znamená 
ztráta tchto bunk její úplné funkní vyazení. V mozekových jádrech byly popsány jen 
mírné degenerativní zmny (Heckroth, 1994a,b) a hyperinervace tchto jader 
serotoninergními vlákny (Strazielle a spol., 1996). Mutantní myši typu Lurcher jsou tedy 
velmi vhodným modelem dekortikace mozeku pi relativním ušetení mozekových jader. 
Nepostižení homozygotní sourozenci tchto mutant, tzv. wild typ (+/+), jsou zcela 
zdraví a pedstavují ideální kontroly, se kterými jsou myši typu Lurcher v pokusech 
srovnávány. U postižených homozygot (Lc/Lc) dochází ješt bhem intrauterinního života 
k hromadnému zániku neuron v mozkovém kmeni a nejsou proto životaschopní (Cheng a 
Heintz, 1997; Resibois a spol., 1997). 
Olivocerebelární degenerace má u myší typu Lurcher adu funkních dsledk. Od 
konce druhého týdne života se u nich zaíná projevovat mozeková ataxie, která výrazn 
omezuje jejich motorické schopnosti a zhoršuje výsledky v rzných testech motoriky 
(Lalonde a spol., 1992; Thullier a spol., 1997). Nezanedbatelná schopnost motorického uení 
je však u nich zachována (Le Marec a spol., 1997; Hilber a Caston, 2001; Kížková a Vožeh, 
2004). Mutanti typu Lurcher mají vyšší excitabilitu CNS (Cendelín a Vožeh, 1999) a 
zmnnou reaktivitu na bolest (Vožeh a spol., 2001b). Nkteré jejich neurony jsou citlivjší 
k neurotoxickým vlivm (Caddy a Vožeh, 1997). 
U mutant typu Lurcher jsou také pítomny poruchy kognitivních funkcí, jejichž 
výskyt u tchto myší je v souladu s dnes uznávaným podílem mozeku v kognitivních 
procesech. Zmny jsou též v klasickém podmiování a to pedevším ve výkonu podmínné 
reflexní reakce v orofaciální oblasti (Porras-García a spol., 2005). 
Mutantní myši typu Lurcher mají výrazn sníženou schopnost prostorového uení 
nebo prostorové orientace (Lalonde a spol., 1988a; Vožeh a spol., 2001a; Cendelín a Vožeh, 
2001, 2002; Porras-García a spol., 2005). Pokusy v Morrisov vodním bludišti pitom 
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ukázaly, že nejde jen o artefakt zpsobený motorickým znevýhodnním mutant postižených 
ataxií a snížením jejich rychlosti pohybu v bludišti, ale že se skuten jedná o poruchu uení 
nebo prostorové orientace (Hilber, 1998; Porras-García a spol., 2005). Lalonde a Thifault 
(1994) vysvtlují horší výsledky mutant typu Lurcher v Morrisov bludišti poruchou 
vizuomotorické integrace. Jistá schopnost prostorového uení je ovšem u myší typu Lurcher 
pesto zachována a projevuje se zkracováním latencí dosažení cíle (ostrvku) pi opakování 
pokusu v Morrisov bludišti (Porras-García a spol., 2005). Prostorové uení je tradin 
spojováno pedevším s hipokampem, kam je kladena tzv. kognitivní mapa (O'Keefe a Nadel, 
1978). Hipokampus samotný je u myší typu Lurcher údajn intaktní (Cheng a Heintz, 1997; 
Resibois a spol., 1997). Pesto u nich byly zjištny odlišnosti v hipokampální dlouhodobé 
potenciaci ve smyslu jejího snížení (Barcal a spol., 2001, 2002). 
Krom nervových zmn byly u mutant typu Lurcher popsány i odlišnosti v imunitním 
systému. Ve vku 3 msíc u nich byla zjištna pedasná involuce thymu, zatímco ve vku 1 
msíce je thymus ješt tém nezmnný (Man
áková a spol., 2003, 2005). Neurodegenerace 
je u mutant typu Lurcher provázena chronickým zántlivým stavem patrným jak v mozku, 
tak v periferii. Dochází k nadprodukci prozántlivých cytokin, které mohou hrát roli 
v neurodegenerativním procesu a modulují imunitní i endokrinní funkce (Vogel a spol., 
2007). 
 Mutantní myši typu Lurcher se vyskytují v nkolika kmenech. Specifické kmenové 
vlastnosti znan ovlivují chování myší a výsledky ady pokus. Pi interpretaci pokus je 
nutné tyto vlastnosti vzít v úvahu. V laboratoi Ústavu patologické fyziologie Lékaské 
fakulty Univerzity Karlovy v Plzni jsou používány myši kmene C3H a kmene B6CBA. U 
obou kmen se vyskytuje stejná mutace a tedy stejný typ olivocerebelární degenerace. U myší 
kmene C3H jsou udávány horší výsledky ve vodním bludišti ve srovnání s jinými kmeny myší 
(Brooks a spol., 2005; Cendelín a Vožeh, 2001, 2002; Cendelín a spol., 2001). U nkterých 
jedinc kmene C3H se navíc vyskytuje autosomáln recesivn ddiná retinální degenerace 
podmínná homozygotní kombinací rd1/rd1 (Chang a spol., 2002). Retinální degenerace vede 
k zániku tém všech fotoreceptor a tedy prakticky ke slepot, která nutn negativn 
ovlivuje schopnost prostorové orientace a navigace ke skrytému i viditelnému cíli (Voller a 
spol., 2005; Korelusová a spol., 2007). Mezi kmeny existují také rozdíly v excitabilit CNS a 
reakci na bolest (Vožeh a spol., 2001b). 
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5.4. Neurotransplantace 
 
Regenerace CNS je ve srovnání s jinými tkánmi znan omezená. Pestože 
neurogeneze v dosplosti je dnes prokázána i u savc (Altman, 1962, 1963; Altman a Das, 
1965; Gould a Gross, 2002; Dayer a spol., 2003), obnova neuron je nedostatená k oprav 
poškození a z klinického hlediska je zatím regenerace CNS u lovka nevýznamná. 
Onemocnní spojená s vtší ztrátou neuron mají proto mnohdy závažné a více i mén 
nereverzibilní následky. 
 Uritou nadji pedstavují neurotransplantace, tedy nahrazení zaniklých neuron 
aplikací nových bunk – embryonální nervové tkán, embryonálních kmenových bunk 
získávaných z embryí nebo adultních kmenových bunk pocházejících nejastji z kostní 
den, ale i z jiných tkání dosplých jedinc. Kmenové buky mají schopnost diferenciace 
v rzné typy tkání vetn nervové. Oba pístupy mají své výhody a nevýhody. 
Návrat funkcí po transplantaci nervových bunk je možný spíše tam, kde je poteba 
pedevším doplnní potu bunk, nikoliv dsledného obnovení jejich uspoádání a zapojení. 
Ideální pro bunnou terapii se z tohoto hlediska zdá být Parkinsonova choroba. Tam, kde 
však je nutné pesné zapojení neuron do nervových drah, jak motorických, tak senzorických, 
je funkní obnova problematická (Rossi a Cattaneo, 2002). Mattsson a spol. (1997) ovšem 
pepokládají, že zlepšení poškozených funkcí po mozkovém infarktu je dáno spíše trofickým 
psobením transplantované embryonální tkán než obnovou perušených okruh, protože 
vlákna propojující transplantát s tkání píjemce nejsou etná (Grabowski a spol., 1995). 
Zlepšení funkcí po transplantaci vyžaduje rehabilitaci (Döbrössy a Dunnett, 2001). 
Jedinec se intenzivním tréninkem musí vlastn znovu nauit novou tká používat (Mayer a 
spol., 1992). Trénink a pestejší prostedí pispívají k funknímu zlepšení a ovlivují dokonce 
vývoj a morfologii transplantátu u laboratorních zvíat (Döbrössy a Dunnett, 2003, 2004) i u 
lidí (Polgar a spol., 1997; Brasted a spol., 1999). 
V klinické praxi je používána transplantace embryonální tkán substantia nigra 
k léb Parkinsonovy choroby u pacient, u nichž není úinná konzervativní terapie, a vede k 
dlouhodobému zlepšení stavu u velké ásti z nich (Björklund a Lindvall, 2000). Ovlivnní 
dalších chorob CNS neurotransplantacemi je dosud spíše ve stadiu výzkumu na zvíatech. 
Vhodným experimentálním modelem pro výzkum této problematiky jsou laboratorní zvíata 
postižená njakým neurodegenerativním onemocnním nebo ischemicky, chemicky i 
mechanicky navozeným poškozením CNS. Napíklad bylo popsáno, že neurotransplantace 
mže u laboratorních zvíat zlepšit kognitivní funkce po mozkovém traumatu (Gao a spol., 
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2006) a ischemickém poškození hipokampu (Netto a spol., 1993). Transplantace fetálních 
striatálních neuron vedla ke zmírnní poruchy uení a pohybové hyperaktivity u modelu 
Huntingtonovy choroby (Isacson a spol., 1986). Rovnž bylo prokázáno zlepšení motorických 
funkcí po transplantaci mozekové tkán myším s degenerativním poškozením mozeku (viz 
následující odstavec 4.4.1.). 
 
5.4.1. Transplantace mozekové tkán u zvíecích model	 degenerativních poškození 
mozeku 
Transplantace mozekové tkán je nejlépe prozkoumána u pcd mutant	, u kterých je 
provádna nejastji (Triarhou, 1996) a které Triarhou (1996) považuje za ideální model pro 
mozekové transplantace vzhledem ke stupni a asovému prbhu degenerace Purkyových 
bunk. Je u nich popisována 100% úspšnost transplantace suspenze embryonálních bunk 
mozeku i solidního mozekového transplantátu (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986; Sotelo a 
Alvarado-Mallart, 1987b). Solidní transplantáty mají vytvoenou typickou mozekovou 
strukturu s rozlišitelnými temi vrstvami kry (Triarhou a spol., 1987a). Purkyovy buky 
jsou schopné migrovat z transplantátu a osidlují pedevším molekulární vrstvu kry mozeku 
hostitele, pokud však proniknou až do blízkosti mozekových jader, mohou jejich axony 
dosáhnout tchto jader a vytvoit s jejich bukami synapse (Sotelo a Alvarado-Mallart, 
1987b). U pcd mutant bylo po transplantaci prokázáno výrazné zlepšení motorických 
schopností (Triarhou a spol., 1995, 1996; Zhang a spol., 1996). 
U mutantních myší typu Lurcher nebyly transplantace mozekové tkán zkoumány 
zdaleka tolik jako u pcd myší. Jsou popisovány a pedpokládány urité výhody myší Lurcher 
z hlediska jejich využití k neurotransplantacím (Heckroth a spol., 1998), ale také vážná 
omezení možnosti rekonstrukce degenerací porušených mozekových okruh pomocí 
transplantace (Triarhou, 1996). Jednou z udávaných výhod je defekt synaptogeneze 
Purkyových bunk mutant typu Lurcher (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1992; Heckroth a 
spol., 1990), takže transplantované normální Purkyovy buky údajn mohou snáze vytvoit 
synapse s vlákny ostatních typ bunk, která nejsou obsazena dosud pežívajícími 
Purkyovými bukami hostitele (Heckroth a spol., 1998). 
Tomey a Heckroth (1993) uvádjí, že pežívání transplantátu u mutant typu Lurcher 
je nižší než u pcd myší. Udávají pežití transplantátu aplikovaného ve form suspenze po 1 až 
2 msících po transplantaci jen u 50 % dosplých i mladých mutant Lurcher. Heckroth a 
spol. (1998) však zmiují vynikající pežívání transplantátu u devadesátidenních myší typu 
Lurcher, kterým ve vku 8-10 dn transplantovali suspenzi embryonálního mozeku. Udávají, 
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že buky vytváely agregáty, které se nacházely na povrchu mozeku hostitele a asto 
pronikaly do jeho fisur. Dále pozorovali organotypickou organizaci transplantátu a invazi 
transplantovaných Purkyových bunk do molekulární vrstvy kry mozeku píjemce, která 
byla v místech kontaktu s transplantátem ztenená. Transplantované buky nalezli u myší 
typu Lurcher pedevším v molekulární vrstv i Tomey a Heckroth (1993), kteí aplikovali 
suspenzi bunk, a Dumesnil-Bousez a Sotelo (1993), kteí použili solidní kousky 
embryonálního mozeku, z nichž buky migrovaly do hostitelského mozeku. 
Transplantované Purkyovy buky osidlující kru mozeku mutant typu Lurcher nemají 
zcela plošné uspoádání dendritických strom jako normální buky, což je vysvtlováno 
výrazným úbytkem paralelních vláken v mozeku hostitele, která jsou dležitá pro formování 
dendrit Purkyových bunk (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993; Tomey a Hecroth, 1993). 
Tomey a Heckroth (1993) dále uvádjí, že u ásti myší typu Lurcher nalezli vlákna 
transplantovaných bunk vrstající do mozekových jader. Podle Heckrotha a spol. (1998) 
mže asná transplantace normálních embryonálních Purkyových bunk u mutant Lurcher 
pedejít degeneraci granulárních bunk mozeku a neuron dolní olivy, což je považováno za 
dkaz, že zánik tchto dvou druh bunk je u mutant typu Lurcher sekundární. 
U mutantních myší typu weaver byla, stejn jako u pcd mutant, v mozekovém 
transplantátu získaném z geneticky normálních dárc vytvoená charakteristická mozeková 
struktura a Purkyovy buky vykazovaly normální cytologické znaky (Triarhou a spol., 
1987a). Trojvrstevnou strukturu alespo v ásti transplantátu pozorovali u tchto myší také 
Kohsaka a spol. (1988). U myší typu weaver byla také popsána migrace granulárních bunk 
z transplantátu do hostitelského mozeku (Takayama a spol., 1988). 
U mutantních myší typu nervous zabránila transplantace neuronálních kmenových 
bunk zániku Purkyových bunk a zlepšila motorickou koordinaci (Li a spol., 2006) 
Kaemmerer a Low (1999) transplantovali suspenzi bunk mozeku transgenním 
SCA1 myším. 18-22 týdn po transplantaci nalezli transplantované Purkyovy buky u 9 z 
12 operovaných myší a popsali zlepšení v testu na rotarodu a zúžení baze pi chzi. 
Je tedy patrné, že transplantované Purkyovy buky jsou schopné migrovat do 
molekulární vrstvy hostitele, jejíž hranice s granulární vrstvou je místem pirozeného výskytu 
tchto bunk a patrn je pitahuje (Alvarado-Mallart a Sotelo, 1993; Sotelo a Alvarado-
Mallart, 1987a; Sotelo a spol., 1990). Granulární vrstva však pedstavuje bariéru bránící 
migraci Purkyových bunk hloubji a omezující prorstání jejich axon do mozekových 
jader. Tuto vlastnost má i velmi atrofická granulární vrstva dosplých mutant typu Lurcher 
(Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993). Purkyovy buky transplantované intraparenchymáln do 
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oblasti hlubokých mozekových jader však u pcd mutant vytvoily synapse s bukami jader 
a migrovaly smrem do mozekové kry a napodobily tak normální migraní cestu 
z ontogeneze mozeku (Triarhou a spol., 1992). 
Transplantace mozeku vedla k zlepšení nkterých parametr motorických funkcí u 
pcd myší (Triarhou a spol., 1995, 1996; Zhang a spol., 1996) a SCA1 myší (Kaemmerer a 
Low, 1999). Dosud nebyl zkoumán vliv transplantace mozeku na schopnost prostorového 
uení a orientace, které jsou, jak bylo uvedeno výše, u myší postižených degenerací mozeku 
rovnž narušené. 
 
5.5. Vliv fyzické aktivity na kognitivní funkce 
 
Fyzická aktivita je prospšná u mnoha neurologických onemocnní a je podstatou 
rehabilitaní a režimové terapie. Význam má nejen u onemocnní, postihujících motoriku 
samotnou, ale i u chorob projevujících se kognitivními poruchami. Fyzická aktivita zvyšuje 
plasticitu nervového systému (Vaynman a spol., 2006) a zlepšuje tak kognitivní funkce u 
zvíat i lidí (Fordyce a Wehner, 1993; Laurin a spol., 2001). 
Bylo zjištno, že pohybová aktivita a obohacené prostedí mírní kognitivní deficit u 
nkolika zvíecích mutantních model kognitivních poruch (Huang a spol., 2006) a dokonce 
zvyšují neurogenezi v hipokampu (Kempermann a spol., 1997), struktue mající klíovou 
úlohu v prostorovém uení (O'Keefe a Nadel, 1978). Neurogeneze v hipokampu dosplých 
jedinc mže mít význam pro formování dlouhodobé prostorové pamti (Snyder a spol., 
2005). Zdá se, že psobení fyzické aktivity na kognitivní funkce a plasticitu mozku je 
zprostedkováno BDNF (brain-derived neurotrophic factor) (Molteni a spol., 2004; Vaynman 
a spol., 2003, 2004). Cviení skuten vede k vzestupu BDNF v mozku (Berchtold a spol., 
2005; Vaynman a spol., 2006). 
U mutant typu Lurcher vedlo obohacené prostedí ke zlepšení motorických funkcí a 
schopnosti prostorového uení (Caston a spol., 1999). Když se navíc pravideln mnilo, mlo 
stimulovat exploraní chování a tedy volní pohybovou aktivitu. 
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6. VÝCHODISKO 
 
1. Mutantní myši typu Lurcher jsou jedním ze zvíecích model ddiného degenerativního 
onemocnní mozeku, v jehož dsledku postižení jedinci trpí poruchami motorických 
funkcí a zhoršeným prostorovým uením nebo prostorovou orientací. 
2. Embryonální mozeková tká transplantovaná do cerebela myší postižených 
degenerativním procesem pežívá ve vysokém procentu po nkolik týdn. U pcd mutant 
a SCA1 myší bylo navíc popsáno zlepšení motorických funkcí po transplantaci 
embryonální mozekové tkán. 
3. Funkní vliv transplantace embryonální tkán mozeku u mutantních myší typu Lurcher 
nebyl dostaten zkoumán. 
4. Není známo, zda má transplantace embryonální tkán mozeku vliv na schopnost 
prostorové orientace u myší s degenerativním postižením mozeku. 
5. V úvahu nutno vzít i to, že fyzická aktivita má pozitivní vliv na kognitivní funkce, zvyšuje 
plasticitu nervového systému a dokonce zvyšuje neurogenezi v hipokampu a že trénink 
údajn pispívá k funknímu zlepšení po transplantaci. 
 
 
 
7. CÍL PRÁCE 
 
1. Posoudit možnost ovlivnní prostorové orientace v Morrisov vodním bludišti u zvíecího 
modelu olivocerebelární degenerace - mutantních myší typu Lurcher - transplantací 
embryonální mozekové tkán a nucenou fyzickou aktivitou a i jejich kombinací. 
2. Sledovat pežívání embryonálního mozekového transplantátu u dosplých a mladých 
mutantních myší typu Lurcher. 
3. Orientan porovnat pežívání embryonálního mozekového transplantátu u dosplých 
mutantních myší typu Lurcher a myší typu wild a posoudit tak, zda neurodegenerativní 
zmny v mozeku hostitele mají významný vliv na osud transplantátu. 
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8. MATERIÁL A METODY 
 
8.1. Uspoádání pokusu 
 
 Byly provedeny dva dílí pokusy: 
1. Hodnotili jsme pežívání embryonálního mozekového transplantátu u 
dosplých a mladých myší typu Lurcher kmene B6CBA a u dosplých myší typu wild 
téhož kmene histologickým vyšetením pítomnosti transplantátu ve tech obdobích po 
transplantaci (pibližn po 3, 6 a 9 týdnech). 
Tento pokus orientan mapuje pežívání transplantátu u myší typu Lurcher v období 
ped ukonením test prostorové orientace a histologickým vyšetením transplantát ve 
druhém pokusu. Krom toho srovnání pežívání transplantátu u dosplých myší Lurcher 
s pokroilou degenerací mozeku a u zdravých myší typu wild umožní posoudit, zda má 
patologicky zmnné prostedí hostitelské tkán zásadní vliv na pežívání transplantátu. 
2. Sledovali jsme vliv transplantace embryonální tkán mozeku, nucené fyzické 
aktivity a kombinace transplantace a fyzické aktivity na schopnost prostorové orientace 
v Morrisov vodním bludišti u dosplých a mladých myší typu Lurcher kmene B6CBA. 
Myši kmene B6CBA byly zvoleny proto, že na rozdíl od myší kmene C3H se u nich 
nevyskytuje ddiná retinální degenerace, která by ovlivnila výsledky testu prostorové 
orientace. Nucená fyzická aktivita spoívala v opakovaném tréninku na rotarodu. 
Byly vytvoeny následující experimentální skupiny myší: trénované myši typu 
Lurcher, kterým byl aplikován transplantát, netrénované myši Lurcher, kterým byl aplikován 
transplantát, trénované myši Lurcher podrobené kontrolní operaci, netrénované myši Lurcher 
podrobené kontrolní operaci. Poslední skupinou byly netrénované myši typu wild podrobené 
kontrolní operaci, které pedstavovaly zdravé kontroly. Všechny skupiny byly dále rozdleny 
na mladé a dosplé jedince. 
Prostorová orientace byla vyšetována 9 týdn po operaci. Krom toho byly provedeny 
testy motorické koordinace 4, 8 a 10 týdn po operaci a u dosplých zvíat i ped operací. 
Motorické testy nejsou pedmtem této práce a jsou zmiovány pro úplnost informací o 
prbhu pokusu. Jejich detailní popis je uveden v píslušných publikacích (Cendelín a spol., 
2007, 2008, v tisku). Uspoádání pokusu je schématicky znázornno na obr. 1. 
U myší, kterým byl aplikován transplantát, bylo po skonení funkních pokus, tedy 
10-11 týdn po operaci, provedeno histologické vyšetení pežívání transplantátu. Funkní 
pokusy byly hodnoceny jen u tch z nich, u kterých byl transplantát nalezen. 
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asové rozvržení pokusu vycházelo z literárních údaj, které popisují u myší typu 
Lurcher významné pežívání embryonálního mozekového transplantátu v rozmezí 1 až 3 
msíc po transplantaci (Tomey a Heckroth, 1993; Heckroth a spol., 1998; Dumesnil-Bousez 
a Sotelo, 1993), u pcd mutant 2-3 msíce po transplantaci (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986), 
zlepšení motorických funkcí v období 6 týdn po transplantaci u pcd mutant (Triarhou a 
spol., 1996) a 6 až 10 týdn po transplantaci u SCA1 myší (Kaemmerer a Low, 1999). Více 
než padesátiprocentní pravdpodobnost pežití transplantátu u myší typu Lurcher kmene 
B6CBA (znaen též C57Bl/7) do tetího msíce po operaci naznaily i pedbžné výsledky 
pokusu íslo 1 (Cendelín a spol., 2006a,b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 1: asové schéma pokusu sledujícího vliv transplantace embryonální tkán mozeku a 
nucené fyzické aktivity (tréninku na rotarodu) na schopnost prostorové orientace v Morrisov 
vodním bludišti. 
 
8.2. Pokusná zvíata 
 
Použity byly myši typu Lurcher (+/Lc) a wild (+/+) kmene B6CBA obou pohlaví 
z konvenního chovu Ústavu patologické fyziologie LF UK v Plzni. Pokusné myši byly 
získávány zásadn kížením samice typu wild (+/+) a samce typu Lurcher (+/Lc) téhož 
kmene. Tímto kížením bylo získáno pibližn 50 % mlá
at typu Lurcher a 50 % mlá
at typu 
wild. Neživotaschopní homozygoti (Lc/Lc) se samozejm nevyskytovali. Voda a potrava 
byly dostupné ad libitum. Teplota v chovném zaízení byla 22-24 ºC a vlhkost vzduchu byla 
udržována v rozmezí 60-80 %. Periody svtla a tmy se stídaly pravideln po 12 hodinách (6-
18/18-6). Pokusy byly provádny bhem svtlé periody (v dob od 7. do 16. hodiny). 
Myši byly drženy v plastových chovných klecích s drátným víkem. Mlá
ata byla 
odstavena od matky ve vku 27-29 dní. V pokusu sledujícím pežívání transplantátu byli 
samci a samice po odstavu oddleni a umístni po 1-4 jedincích (1 myš v kleci o rozmrech 
11   25 cm a výšce 14 cm, 2-4 myši v klecích o rozmrech 18   25 cm a výšce 14 cm). Myši 
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použité ke sledování prostorové orientace byly po odstavu v pípad mladých zvíat nebo po 
operaci v pípad dosplých umístny jednotliv v klecích o rozmrech 11  25 cm a výšce 
14 cm. Individuální umístní bylo zvoleno pro zajištní standardních podmínek. Umístní 
více zvíat v jedné kleci by znamenalo riziko nestejného ovlivnní chování zvíat sociálními 
vztahy ve skupin a vzájemnou agresivitou. Pedpokládalo by vytvoení stejn poetných 
skupin myší stejného pohlaví pocházejících z jednoho vrhu. V ideálním pípad by bylo nutné 
i oddlení myší typu wild a Lurcher, nebo	 podle našich pozorování jsou myši typu Lurcher 
astji cílem agrese myší typu wild než naopak (nepublikované pozorování). Vzhledem 
k nestejnému potu samc, samic, myší typu wild a Lurcher v jednotlivých vrzích by bylo 
takové ešení nepraktické. 

 
V pokusu sledujícím pežívání transplantátu bylo celkem použito 133 myší. Do 
skupiny dosplých myší byla zaazována zvíata starší než 50 dní (prmrný vk: 131,8 dne, 
smrodatná odchylka: 57,8, maximum: 338 dn, minimum: 57 dn). V tomto vku je u myší 
typu Lurcher olivocerebelární degenerace již znan pokroilá. Mladé myši byly operovány 
ve vku 12-18 dn (prmrný vk: 13,8 dne, smrodatná odchylka: 0,9), kdy je podle projev 
ataxie již možné odlišit jedince typu Lurcher a wild. 
Poty zvíat v jednotlivých skupinách byly následující: 
Mladé myši Lurcher: n=42 
Dosplé myši Lurcher: n=50 
Dosplé myši wild: n=41 
 
V pokusu sledujícím vliv transplantace, nucené motorické aktivity a jejich 
kombinace na schopnost prostorové orientace bylo použito celkem 158 zvíat. Vk 
dosplých zvíat v den operace byl rovnž nejmén 50 dn (prmrný vk: 112,7 dne, 
smrodatná odchylka: 38,9, maximum: 254 dn, minimum: 50 dn). Mladé myši byly 
operovány ve vku 12-18 dn (prmrný vk: 13,7 dne, smrodatná odchylka: 1,2). 
Poty zvíat v jednotlivých skupinách byly následující: 
Dosplé myši Lurcher, transplantace, trénované: n=12 
Dosplé myši Lurcher, transplantace, netrénované: n=31 
Dosplé myši Lurcher, kontrolní operace, trénované: n=15 
Dosplé myši Lurcher, kontrolní operace, netrénované: n=21 
Dosplé myši wild, kontrolní operace: n=10 
Mladé myši Lurcher, transplantace, trénované: n=12 
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Mladé myši Lurcher, transplantace, netrénované: n=19 
Mladé myši Lurcher, kontrolní operace, trénované: n=14 
Mladé myši Lurcher, kontrolní operace, netrénované: n=16 
Mladé myši wild, kontrolní operace: n=8 
 
V uvádných potech zvíat a charakteristice soubor nejsou zahrnuti jedinci, kteí 
uhynuli bhem operace, nebo po operaci ješt ped ukonením pokus, a kteí tedy nemohou 
být souástí hodnocených soubor. 
 
 Pokusy byly provádny se souhlasem Odborné komise pro práci s pokusnými zvíaty 
LF UK v Plzni a v souladu s etickými a právními normami. 
 
8.3. Statistické zpracování 
 
Ke statistickému zpracování byly použity programy Statistica 7.0 a GraphPadInStat 
3.06. Normalita rozložení dat byla testována Kolmogorovovým-Smirnovovým testem. 
Protože žádný ze soubor dat nevykazoval normální rozložení, byly dále použity 
neparametrické testy, které jsou jmenovány vždy na závr popisu zpsobu hodnocení 
výsledk jednotlivých pokus. Za statisticky významné byly považovány rozdíly, pro které 
bylo p<0,05. 
 
8.4. Transplantace embryonální mozekové tkán 
 
Transplantace byla provedena zpsobem odvozeným z metody používané napíklad 
v laboratoích prof. Rossiho a prof. Sotela (Rossi a spol., 1992, 1994; Sotelo a Alvarado-
Mallart 1987b; Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993). 
Pokusným zvíatm byla transplantována embryonální mozeková tká ve form 
solidního transplantátu. Tento zpsob se ukázal z hlediska pežívání transplantátu vhodnjší 
ve srovnání s aplikací bunné suspenze (Schmidtmayerová a spol., 2005). Manipulace 
s embryi a disekce mozeku probíhala ve studeném roztoku, který byl použit i pro skladování 
transplantátu a jako vehikulum pi jeho aplikaci. Roztok byl pipraven rozpuštním 9 g 
chloridu sodného a 6 g glukózy v 1 l redestilované vody a byl sterilizován filtrací 
jednorázovým sterilizaním filtrem Steritop (Millipore) s prmrem pór 0,22 μm. 
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8.4.1. Dárce transplantátu 
Dárcem tkán byla embrya myší bez mutace Lurcher nesoucí gen pro zelený 
fluoreskující protein (GFP). Embrya byla získána zkížením samice stejného kmene, ze 
kterého pocházel píjemce tkán (B6CBA), a GFP pozitivního samce kmene C57BL/6-
Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J. Gestaní stáí embryí v den odbru transplantátu bylo 12-13 dní 
(E12-13) a bylo urováno podle data vložení samce do chovné klece s dárcovskou samicí 
(odpoledne). Následující den byl poítán jako nultý. Samec byl vyjmut další den dopoledne. 
Gravidní samice byly identifikovány podle výrazného vzestupu tlesné hmotnosti. Odbr 
embryí a transplantace probhly 12 dní po odstranní samce z chovné klece s dárcovskými 
samicemi. V tomto dnu tedy bylo stáí embryí 12, respektive 13 dnm podle toho, kdy došlo 
k oplození. 
 
8.4.2. Odbr transplantátu 
 Gravidní dárcovské samice byly hluboce anestezovány thiopentalem. Po dkladné 
dezinfekci bicha septonexem, byla prostižena bišní stna a dloha byla vysunuta z bišní 
dutiny. Embrya byla vyjímána nejprve z jednoho rohu, pak z druhého, vždy od horního pólu 
kaudálním smrem. Tento postup udržuje nejdéle cévní zásobení placenty embrya, které je 
vyjmuto jako poslední. Embrya byla vkládána do Petriho misky s chladným roztokem 
(složení viz výše). Embrya byla dekapitována a hlavy byly peneseny do další Petriho misky 
s istým roztokem. Pítomnost GFP byla ovena ozáením ultrafialovou lampou. Dále 
použita byla jen zelen fluoreskující embrya, která byla penesena do další misky s roztokem. 
 Z hlav embryí byl pod stereoskopickým mikroskopem vypreparován mozkový kmen. 
Dkladn byly odstranny meningy. Základ mozeku nacházející se po stranách spodiny 
budoucí tvrté mozkové komory byl oddlen v podob dvou srpkovitých nebo pibližn 
polokruhovitých kousk tkán (obr. 2). Kousky embryonálního mozeku byly shromáždny 
do plastové zkumavky (Eppendorf) s výše popsaným roztokem, uloženy v kádince s ledovou 
tíští a takto uchovávány do doby transplantace píjemci. Tato doba byla pokud možno co 
nejkratší a v žádném pípad nepesáhla 5 hodin. Ze všech použitelných embryí získaných 
z jedné samice byly odebrány mozeky. Ty byly shromáždny v jedné zkumavce a pak 
transplantovány píjemcm. Teprve poté byla pípadn použita další gravidní samice. 
Jednomu píjemci byly aplikovány 2 kousky embryonálního mozeku, tedy množství 
odpovídající tkáni získané z jednoho embrya (vzhledem ke smíchání všech kousk tkán 
získaných ze všech embryí pocházejících od stejné matky nemusely být oba kousky z téhož 
jedince). 
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Obr. 2: Schéma preparace embryonálního mozeku. erven je zbarvena ást mozkového 
kmene se základy mozeku, která byla vypreparována (vlevo) a základ mozeku po stranách 
budoucí spodiny tvrté komory (uprosted). 
 
8.4.3. Aplikace transplantátu 
 Dosplí píjemci transplantátu byli anestezováni smsí ketaminu a xylazinu 
aplikovanou intraperitoneáln v dávce 2,8 ml/kg tlesné hmotnosti. Roztok anestetika byl 
pipraven smícháním 20 objemových díl 5% roztoku ketaminu a 8 objemových díl 2% 
roztoku xylazinu. Výsledná dávka ketaminu tak byla 100 mg/kg tlesné hmotnosti, xylazinu 
16 mg/kg tlesné hmotnosti. Mladým myším bylo aplikováno 0,01 ml smsi anestetik bez 
ohledu na tlesnou hmotnost a tato anestézie byla doplnna kryoanestézií. 
Postup operace byl následující. Anestezované myši byla ostíhána srst v parietální a 
okcipitální oblasti hlavy a tato oblast byla potena dezinfekním roztokem. Myš byla 
upevnna do stereotaxického aparátu a operaní pole bylo opt vydezinfikováno. Na oní 
rohovky byl kápnut fyziologický roztok a oi byly pekryty vrstvikou buniité vaty zvlhené 
rovnž fyziologickým roztokem k prevenci osychání rohovek. Kožní ez byl veden skalpelem 
ve stední áe v zadní ásti parietální oblasti a v okcipitální oblasti hlavy. Délka ezu byla asi 
1 cm. Šíjové svalstvo bylo tup preparováno ve stední áe tak, aby byl získán pístup 
k okcipitální kosti v oblasti mezi a pod úponem šíjových sval a k atlantookcipitální 
membrán. Atlantookcipitální membrána byla punktována injekní jehlou (22 G), aby unikl 
malý objem mozkomíšního moku. Tím vznikl v lebce prostor pro transplantát a vehikulum a 
omezilo se riziko úniku vehikula s transplantátem ven z lebky. V okcipitální kosti ve stední 
áe tsn pod úpony šíjových sval (Bregma – 8,7 mm) byl vyvrtán otvor o prmru do 2 
mm. Dva kousky embryonálního mozeku v 10 μl vehikula (složení viz výše) byly injikovány 
do otvoru v lebce sklennou mikrokapilárou (prmr kapiláry 2 mm, prmr konce hrotu 0,75 
mm) spojenou silikonovou hadikou s mikrostíkakou Hamilton o objemu 10 μl. Celý 
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systém byl naplnn vehikulem. Hrot mikrokapiláry zasahoval 1-1,5 mm pod vnjší povrch 
lebky. Po aplikaci transplantátu byl hrot mikrokapiláry ponechán nkolik sekund v otvoru. 
Poté byl vyjmut. Rána byla sešita jednotlivým stehem v jedné vrstv vstebatelným šicím 
materiálem (Catgut, Monolac, Chirlac rapid, Chirmax s.r.o.). Myš byla uvolnna ze 
stereotaxického držáku. Rána byla dezinfikována. Myš byla uložena na vyhívací podložce, 
dokud se neobjevila spontánní motorická aktivita. Poté byla vrácena do chovné klece. 
Dosplým i mladým kontrolním myším typu Lurcher a myším typu wild byla 
provedena kontrolní operace. Postup byl shodný s prbhem transplantace s tím rozdílem, že 
místo transplantátu bylo aplikováno samotné vehikulum v objemu 10 μl. 
Bhem operace nebo po operaci, ješt ped ukonením pokus, uhynulo pibližn 10 
% operovaných zvíat. 
 
8.5. Vyšetení pítomnosti a morfologie transplantátu 
 
Mozeky a mozkové kmeny myší, kterým byl aplikován transplantát byly vyšeteny 
histologicky ke zjištní pežívání transplantátu a k orientanímu posouzení jeho lokalizace a 
struktury. 
Odbr vzork tkán k vyšetení byl proveden u myší použitých pro sledování 
pežívání transplantátu pibližn 3 (17-25 dn), 6 (38-46 dn) a 9 týdn (59-67 dn) po 
transplantaci. 3 týdny po transplantaci bylo vyšeteno 13 mladých myší typu Lurcher, 17 
dosplých myší typu Lurcher a 13 dosplých myší typu wild. 6 týdn po transplantaci bylo 
vyšeteno 13 mladých myší Lurcher, 17 dosplých myší Lurcher a 13 dosplých myší typu 
wild. 9 týdn po transplantaci bylo vyšeteno 16 mladých myší Lurcher, 16 dosplých myší 
Lurcher a 15 dosplých myší typu wild. 
U všech myší, kterým byl aplikován transplantát a u nichž byl sledován funkní vliv 
transplantace a fyzické aktivity, bylo histologické vyšetení provedeno po skonení funkních 
pokus, tj. 10-11 týdn po transplantaci. 
 
8.5.1. Histologické zpracování 
Pokusná zvíata byla hluboce anestezována intraperitoneáln aplikovaným 
thiopentalem a transkardiáln perfundována fosfátovým pufrem (pH 7,4) a 4% 
paraformaldehydem (pH 7,4). Mozky byly vyjmuty a vloženy na nkolik dn do 4% 
paraformaldehydu (pH 7,4) k postfixaci. Pak byly vloženy na 16-20 hodin (pes noc) do 30% 
roztoku sacharózy ke kryoprotekci a zmraženy. Mozkový kmen, mozeek byly krájeny 
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kryostatem na 50μm frontální ezy, které byly ukládány do jamek platíka s fosfátovým 
pufrem (pH 7,4). 
 Pítomnost transplantátu byla zjiš	ována v nativních ezech pomocí fluorescenního 
mikroskopu. Protože buky dárce (a buky vzniklé jejich dlením) exprimovaly GFP, 
zatímco tkán hostitele nikoliv, byly zelen fluoreskující buky považovány za buky 
transplantátu nebo buky vzniklé jejich proliferací. Fluorescenní mikroskopie umožnila 
rovnž posoudit velikost transplantátu, jeho kompaktnost nebo naopak prostoupení 
nefluoreskující tkání a identifikovat jednotlivé buky, které migrovaly z transplantátu do 
hostitelské tkán. 
 Za jedince, u kterého transplantát pežil do doby usmrcení, bylo považováno zvíe, u 
nhož byla nalezena zelen fluoreskující tká, by	 se jednalo nkolik bunk. 
 Po vyšetení a fotografické dokumentaci nativních preparát pomocí fluorescenního 
mikroskopu byly ezy obarveny dle Nissla za úelem detailnjšího posouzení morfologie 
transplantátu. Postup byl následující. ezy byly napnuty na želatinovaná podložní skla. Po 
zaschnutí byla skla s ezy postupn vkládána do etanolu s formaldehydem (složení roztoku: 
200 ml 95% etanolu, 50 ml 40% formaldehydu) na 5 minut, do 95% etanolu na 2 minuty, 
smsi chloroformu, etanolu a éteru (složení roztoku: 240 ml chloroformu, 30 ml 96% etanolu, 
30 ml diethyléteru) na 10 minut. Poté byly ezy dehydratovány v 95% etanolu (2 minuty), 
v spiritus absolutus (2 minuty) a vloženy na 5 minut do xylenu. Následovala postupná 
rehydratace v spiritus absolutus (2 minuty), 95% etanolu (2 minuty) a destilované vod (2 
minuty). Vlastní obarvení probhlo v 1% vodném roztoku thioninu po dobu 14 minut. Potom 
byly preparáty ponoeny na nkolik sekund do destilované vody s nkolika kapkami kyseliny 
octové. Následovala dehydratace v 70% etanolu s nkolika kapkami kyseliny octové (nkolik 
s), 95% etanolu (2 minuty) a v spiritus absolutus (2 minuty). Pak byly preparáty projasovány 
dvakrát po 5 minutách v xylenu a nakonec zality médiem NEO-ENTELAN a pekryty 
krycími skly. 
 Obdobným zpsobem byly obarveny dle Nissla ezy mozeku vybraných kontroln 
operovaných zvíat k posouzení pípadných známek poranní vpichem kapiláry. 
 
8.5.2. Hodnocení pežívání transplantátu 
 Pežívání transplantátu bylo hodnoceno jako podíl (procento) zvíat, u nichž byl 
transplantát nalezen, z celkového potu zvíat, kterým byl aplikován. Za jedince 
s pežívajícím transplantátem byla považována ta zvíata, u kterých byl nalezen alespo malý 
kousek fluoreskující tkán nebo nkolik fluoreskujících bunk. K porovnání pežívání 
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transplantátu v jednotlivých skupinách myší byl použit Fisherv test. K porovnání výskytu 
diferencované typické struktury mozekové kry v transplantátu a k porovnání výskytu 
prorstání nervových vláken nebo bunk z transplantátu do okolní tkán mezi jednotlivými 
skupinami byl použit rovnž Fisherv test. 
 
8.6. Nucená fyzická aktivita 
 
ást myší typu Lurcher po transplantaci nebo po kontrolní operaci byla vystavena 
opakovanému nucenému tréninku na rotarodu. Prmr válce rotarodu byl 4 cm, délka 
segment válce pro jednotlivé myši 6,5 cm. Po obou stranách byly segmenty ohranieny 
kotoui z erveného plastu o prmru 22 cm soustednými s válcem, které zamezovaly pádu 
myši do strany a kontaktu myší v sousedních segmentech. Povrch válce byl potažen drsnou 
gumovou vrstvou. Rychlost rotace byla 4 otáky za minutu. 
Trénink byl zahájen 12 dní po operaci. Probíhal v 6 ptidenních cyklech, mezi kterými 
byly dvoudenní pestávky, tedy po 6 týdn, a dva dny v sedmém týdnu. Celkem byl trénink 
proveden v 32 dnech. Denn strávily myši na rotarodu celkem 8 minut. Trénink byl rozdlen 
do 4 dvouminutových úsek, mezi kterými byly ptiminutové pestávky. Myš byla umístna 
na rotarod hlavou proti smru rotace a bylo zahájeno mení asu. Pokud myš spadla, 
automaticky perušila mení asu. Co nejrychleji byla vrácena na rotarod a souasn bylo 
mení asu opt spuštno a pokraovalo od hodnoty v okamžiku perušení. Takto se 
procedura opakovala, dokud celkový as strávený na rotarodu nedosáhl 120 s. 
Druhá ást myší typu Lurcher byla ponechána bez tréninku, stejn jako všechny myši 
typu wild. 
 
8.7. Test prostorového uení 
 
Prostorová orientace a schopnost prostorového uení byla vyšetována metodou 
Morrisova vodního bludišt (Morris, 1984). Jde o standardní metodu výzkumu prostorového 
uení používanou u laboratorních potkan a myší. Pokusný objekt se uí v kruhovém bazénu 
naplnném vodou hledat ostrvek. Použili jsme bílý plastový kruhový bazén o prmru 95 
cm. Hloubka vody byla 20 cm, výška stny nad hladinou byla 10 cm. Teplota vody byla 
udržována v rozmezí 26-29 ºC, aby bylo omezeno prochladnutí myší. To hrozí více mutantm 
typu Lurcher, kteí mají potíže s vysušením srsti i pi pomrn dlouhých intervalech mezi 
jednotlivými starty. Ostrvek byl vyroben ze skla a prhledného plastu. Jeho kruhová 
 29
plošinka mla prmr 7,5 cm a byla ponoena 0,5 cm pod hladinou vody. Ostrvek byl tedy 
pro plavající myš skrytý. V bludišti nebyly žádné vnitní znaky. K orientaci mohla zvíata 
využít objekty v okolí bludišt, napíklad plakát na stn laboratoe, záivky na strop, okno 
(po celou dobu experimentu zatemnné, laborato byla osvícena umlým osvtlením), kamera 
zavšená nad stedem bludišt, laboratorní nábytek. Na obvodu bludišt byly ureny 4 
startovní body pracovn oznaené jako sever (S), jih (J), západ (Z) a východ (V). Ostrvek 
byl trvale lokalizován ve stedu jihozápadního kvadrantu. 
Pokus byl zahájen 61 dn po operaci (v pípad trénovaných myší to znamená 6 dn 
po posledním dnu tréninku) a probíhal stejným zpsobem 10 po sob následujících dn. 
Denn byly provedeny 4 starty, každý z jiného startovního bodu v poadí S, J, Z, V. Dvodem 
pro stídání startovních pozic bylo ztížení možnosti idiotetické navigace k cíli. Vpuštní myši 
do bludišt probíhalo následovn: Myš byla donesena ke startovnímu bodu, cestou i v míst 
startu bezprostedn ped vypuštním, avšak ješt vn bludišt, byla nkolikrát zhoupnuta do 
strany (ke ztížení identifikace startovního bodu idiotetickými mechanismy navigace) a 
vložena do bludišt hlavou ke stn. V bludišti byla každá myš ponechána nejvýše 60 s. 
Pokud do té doby nenašla ostrvek sama, byla na nj navedena experimentátorem. Bez ohledu 
na to, zda myš ostrvek našla nebo na nj byla navedena, byla po každém startu ponechána na 
ostrvku 30 s. Poté byla vrácena do plastové klece, kde setrvala do dalšího startu. Pestávky 
mezi starty trvaly 12 minut. 
Pohyb myši byl registrován automatickým stopovacím zaízením EthoVision 3.0 
(Noldus, Nizozemsko) sestávajícím z kamery umístné nad stedem bludišt, monitoru a 
poítae s píslušným software pro identifikaci pokusného objektu v bludišti, ukládání údaj o 
jeho poloze v ase a ízení registrace. Registrace byla automaticky ukonena, pokud myš 
vyšplhala na ostrvek nebo se alespo zachytila na jeho okraji. 
Meny byly latence dosažení ostrvku, délka dráhy a prmrná rychlost plavání. 
Latence dosažení ostrvku pedstavuje dobu mezi startem a dosažením ostrvku. V pípad 
nenalezení ostrvku byla hodnota latence dosažení ostrvku urena jako maximální doba 
trvání jednoho pokusu, tj. 60 s. Délka dráhy pedstavovala vzdálenost uplavanou za celou 
dobu registrace, tj. mezi startem a dosažením ostrvku, popípad za celou dobu 60 s, 
nedosáhla-li myš ostrvku. Pro každého jedince byly vypoítány prmrné hodnoty ze ty 
start provedených v daném dnu pokusu a teprve tyto hodnoty byly dále zpracovávány (tím 
byl odstrann napíklad vliv rzné vzdálenosti ostrvku od jednotlivých startovních bod). 
K posouzení významnosti zmny latencí, délek dráhy a rychlosti plavání v prbhu 
pokusu byla pro jednotlivé skupiny použita Friedmanova ANOVA. Dále byl hodnocen pomr 
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latencí dosažení ostrvku poslední a první den pokusu (D10/D1) a obdobn pomr délky 
dráhy poslední a první den pokusu, které jsou ukazatelem míry zmny parametr a 
indikátorem uení. K posouzení závislosti všech sledovaných parametr (latencí, délek dráhy 
a rychlosti v jednotlivých dnech pokusu, pomr latencí a pomr délek dráhy) na 
experimentální skupin byl použit Kruskal-Wallisv test (nezávisle promnná: experimentální 
skupina). Pro parametry identifikované jako statisticky významn se lišící mezi skupinami byl 
následn použit Mann-Whitneyv test jako post-test k posouzení významnosti rozdíl mezi 
jednotlivými skupinami (nebyly srovnávány všechny možné kombinace dvou 
experimentálních skupin, ale byla provedena pouze ta srovnání, která byla pedmtem zájmu). 
Pro parametry, které naopak nezávisely statisticky významn na experimentální skupin, 
nebyly rozdíly mezi jednotlivými skupinami dále uvažovány. 
Z myší, kterým byl aplikován transplantát, byly k vyhodnocení výsledk testu 
prostorové orientace použity jen ty, u kterých transplantát pežil do doby ukonení pokus a 
byl nalezen histologickým vyšetením. Zvíata, u nichž transplantát nalezen nebyl, byla 
vylouena ze souboru, protože u nich nebyl doklad o alespo doasném psobení 
transplantátu. 
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9. VÝSLEDKY 
 
9.1. Pežívání a morfologie transplantátu 
 
Nebyly zjištny významné rozdíly v pežívání transplantátu mezi jednotlivými 
skupinami pokusných myší a v žádné skupin myší nebyla patrná tendence k poklesu výskytu 
transplantátu s prodlužující se dobou po operaci. Poty zvíat, u kterých byl transplantát 
nalezen histologickým vyšetením, a poty myší, u nichž zanikl, jsou uvedeny v tab. 1. 
Procentuální vyjádení pežívání transplantátu je znázornno v grafu (obr. 3). 
 
Pežívání transplantátu 
Týdny po operaci 3 6 9 
 ano ne ano ne ano ne 
Dosplé WT 9 4 13 0 13 2 
Dosplé Lc 15 2 15 2 13 3 
Mladé Lc 11 2 12 1 15 1 
 
Tab. 1: Poty dosplých myší typu wild (WT) a dosplých a mladých myší Lurcher (Lc) 
vyšetených 3, 6 nebo 9 týdn po transplantaci, u kterých byl nalezen transplantát, a poty 
zvíat, u kterých transplantát nalezen nebyl. 
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Obr. 3: Pežívání transplantátu u dosplých myší typu wild (WT) a dosplých a mladých 
mutant typu Lurcher (Lc) 3, 6, a 9 týdn po transplantaci v % jedinc, kterým byl 
transplantát aplikován. 
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U nkterých zvíat byl nalezen jen jeden transplantát. Jindy bylo nalezeno více 
menších kousk fluoreskující tkán (až pt) mnohdy od sebe znan vzdálených. Velikost 
transplantátu kolísala od útvar o prmru v transversálním smru až 5 mm pekrývajících 
více než polovinu povrchu hostitelského mozeku (obr. 4) po nkolik jednotliv 
roztroušených bunk nebo shluk nkolika bunk (obr. 5, 6). Pod velkými transplantáty byl 
mozeek píjemce deformovaný a výrazn zploštlý (obr. 9). Menší transplantáty 
lokalizované na mozeku píjemce mly mnohdy nekompaktní strukturu a v jejich okolí bylo 
patrné narušení struktury mozeku píjemce (obr. 5), pípadn bylo malé množství 
fluoreskující tkán nalezeno na dn defektu v mozeku píjemce (obr. 6). U jedinc 
podrobených kontrolní operaci podobná poškození mozeku zjištna nebyla. Nebyla patrná 
souvislost velikosti transplantátu s dobou, která uplynula od transplantace. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 4: Transplantát velkých rozmr. V ásti je patrná tendence k diferenciaci vrstev 
mozekové kry. Makroskopická mozeková struktura však zachována není. Mladá myš typu 
Lurcher. Nativní preparát. 
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Obr. 5: Transplantát malých rozmr. Na povrchu patrná eroze, v okolí transplantátu 
narušení architektury mozeku píjemce. Dosplá myš typu wild. Nativní preparát. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 6: Transplantát malých rozmr na dn defektu v mozeku hostitele. Dosplá myš typu 
wild. Nativní preparát. 
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Transplantát byl nalezen v rzných lokalizacích. Nejastji byl objeven na povrchu 
mozeku hostitele nebo ásten zanoený v mozeku, vtšinou v oblasti jeho dorsální plochy 
(bez ohledu na dobu vyšetení po operaci - u 25 dosplých myší typu wild, 30 dosplých 
mutant Lurcher a u 32 mladých mutant). Mnohem vzácnji se nacházel na ventrálním nebo 
laterálním povrchu pontu nebo dorzáln od mozeku na povrchu prodloužené míchy (u 2 
dosplých myší typu wild, 2 dosplých mutant Lurcher a u 3 mladých mutant). Jindy byl 
transplantát uložen lateráln mezi mozekem a kmenem a byl tak v kontaktu s obma 
strukturami nebo se jeden transplantát nacházel na mozeku a další na kmeni (u 8 dosplých 
myší typu wild, 9 dosplých mutant Lurcher a u 2 mladých mutant). U zbývajících 3 
jedinc nebylo pvodní uložení transplantátu hodnotitelné, nebo	 ve všech ezech byl 
transplantát zcela oddlen od hostitelských tkání. Nelze vylouit, že se jednalo o artefakt 
vzniklý pi zpracování preparátu odtržením povrchn nasedajícího transplantátu, pro což 
svdí i fakt, že byl zárove vtšinou poškozený. 
U vtšiny myší ml transplantát neuspoádanou strukturu (obr. 7). U menší ásti zvíat 
byla alespo v ásti transplantátu patrná charakteristická struktura mozekové kry 
s diferencovanými temi vrstvami (obr. 8). Obvykle se jednalo o transplantáty vtších 
rozmr. Drobnjší shluky bunk samozejm mozekovou strukturu nevykazovaly. Mnohdy 
se patrn v tchto pípadech jednalo o zbytky zanikajícího transplantátu (obr. 5, 6). Poty 
zvíat s prokázanou charakteristickou strukturou diferencovanou alespo v ásti transplantátu 
a poty zvíat s neuspoádanou strukturou jsou uvedeny v tab. 2. U mladých myší typu 
Lurcher byla v transplantátu nalezena charakteristická mozeková struktura astji než u 
dosplých myší typu Lurcher (Fisherv test: 6 týdn po operaci p<0,001). Rozdíly mezi 
dosplými zvíaty typu Lurcher a wild nebyly statisticky významné. V žádné skupin myší 
nebyl patrný trend zmny výskytu uspoádané struktury s rostoucím asovým odstupem od 
transplantace. 
Propojení mezi transplantátem a hostitelskou tkání bylo pomrn chudé. V mnoha 
pípadech byl transplantát proti hostitelské tkáni oste ohraniený (obr. 9). U nkterých zvíat 
byl okraj transplantátu neostrý, byla patrná fluoreskující vlákna z nj vybíhající. Tato vlákna 
obvykle probíhala spíše paraleln s povrchem mozeku, nikoliv smrem do hloubky 
k mozekovým jádrm (obr. 10). Nkdy byly v hostitelské tkáni mimo transplantát nalezeny 
fluoreskující buky, které tvarem a velikostí odpovídaly bukám Purkyovým a mly také 
pro tento bunný typ charakteristický dendritický strom, který však byl orientován rznými 
smry (obr. 11). Obvykle se takové buky nacházely v blízkosti transplantátu. Jen výjimen 
byly nalezeny ve vtší vzdálenosti a v takovém pípad jich nikdy nebylo mnoho. V nkolika 
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pípadech bylo pozorováno vrstání transplantátu do fisur mozeku hostitele (obr. 12). Ve 
všech pípadech, kdy transplantát vytváel njaké interakce s hostitelskou tkání, byl 
v kontaktu s mozekem. U myší, u nichž byl transplantát lokalizován na povrchu mozkového 
kmene bez kontaktu s mozekem (celkem 7 zvíat), žádné interakce patrné nebyly. Poty 
zvíat, u kterých byl transplantát ohraniený, a poty zvíat, u nichž bylo pozorováno 
prorstání vláken nebo bunk jsou uvedeny v tab. 3. U dosplých myší typu wild bylo 
nalezeno prorstání vláken nebo bunk z transplantátu do hostitelské tkán astji než u 
dosplých myší typu Lurcher (Fisherv test: 6 týdn po operaci p<0,0123). U mladých myší 
typu Lurcher bylo nalezeno prorstání astji než u dosplých (Fisherv test: 6 týdn po 
operaci p<0,03). Nebyl patrný trend zmny výskytu prorstání s rostoucí dobou, která 
uplynula od transplantace. 
 
Výskyt diferencované struktury mozekové kry 
Týdny po operaci 3 6 9 
 % ano ne % ano ne % ano ne 
Dosplé WT 22 2 7 54 7 6 23 3 10 
Dosplé Lc 14 2 12 20 3 12 46 6 7 
Mladé Lc 50 5 5 90 9 1 80 12 3 
 
Tab. 2: Procento myší, u kterých byla nalezena alespo v ásti transplantátu typicky 
trojvrstevná struktura mozekové kry, poty dosplých myší typu wild (WT) a dosplých a 
mladých myší typu Lurcher (Lc) vyšetených 3, 6 nebo 9 týdn po transplantaci s výskytem 
struktury mozekové kry, a poty zvíat, u kterých taková struktura nalezena nebyla. U 
zbývajících 4 zvíat bylo vyšetení nejednoznané. 
 
Výskyt prorstání transplantátu do hostitelské tkán 
Týdny po operaci 3 6 9 
 % ano ne % ano ne % ano ne 
Dosplé WT 67 6 3 83 10 2 75 9 3 
Dosplé Lc 50 7 7 25 3 9 54 7 6 
Mladé Lc 75 6 2 78 7 2 80 12 3 
 
Tab. 3: Procento myší, u kterých bylo pozorováno prorstání vláken nebo bunk 
z transplantátu do hostitelské tkán, poty myší typu wild (WT) a Lurcher (Lc) vyšetených 3, 
6 nebo 9 týdn po transplantaci s výskytem prorstání a poty zvíat, u nichž prorstání 
pozorováno nebylo. Zahrnuta jsou pouze zvíata, u kterých byl transplantát v kontaktu 
s mozekem. U 7 zvíat, u kterých se transplantát mozeku hostitele nedotýkal, žádné 
interakce nalezeny nebyly. U zbývajících 5 myší bylo vyšetení nejednoznané z dvodu 
volné lokalizace transplantátu nebo poškození ez. 
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Obr. 7: Transplantát bez charakteristického uspoádání mozekové kry. Dosplá myš typu 
Lurcher. Barvení dle Nissla. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 8: Transplantát s naznaeným trojvrstevným uspoádáním mozekové kry. Dosplá 
myš typu Lurcher. Barvení dle Nissla. 
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Obr. 9: Oste ohraniený transplantát velkých rozmr. Je patrná deformace mozeku 
hostitele. Dosplá myš typu Lurcher. Nativní preparát. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 10: Prorstání vláken z transplantátu do okolí. Patrný je také kanál procházející 
transplantátem a dokládající jeho vaskularizaci. Mladá myš typu Lurcher. Nativní preparát. 
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Obr. 11: Purkyovy buky mimo vlastní solidní transplantát. Orientace dendritických strom 
není jednotná. Buky jsou blízko povrchu mozeku hostitele. Mladá myš typu Lurcher. 
Nativní preparát. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 12: Rozmrný transplantát vrstající do fisur mozeku hostitele, jinak však rostoucí 
spíše ohranien. Mladá myš typu Lurcher. Nativní preparát. 
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9.2. Hodnocení vlivu transplantace a fyzické aktivity 
 
9.2.1. Pežívání transplantátu u trénovaných a netrénovaných myší 
 Z 31 dosplých netrénovaných myší typu Lurcher, kterým byla aplikována 
embryonální tká mozeku, byl transplantát nalezen u 23 a zanikl u 8 jedinc. Z 12 dosplých 
myší trénovaných na rotarodu byl transplantát nalezen u 8 a nebyl pítomen u 4 zvíat. 
V pípad mladých netrénovaných myší byl transplantát nalezen u 17 z 19 operovaných myší 
a nebyl nalezen u zbývajících dvou. Ve skupin mladých trénovaných myší pežil transplantát 
ve všech 12 pípadech. Procentuální vyjádení pežívání transplantátu v jednotlivých 
skupinách je znázornno graficky (obr. 13). Rozdíly v pežívání mezi jednotlivými skupinami 
myší nebyly statisticky významné. 
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Obr. 13: Pežívání transplantátu u mladých a dosplých trénovaných a netrénovaných myší 
typu Lurcher v % jedinc, kterým byl transplantát aplikován. 
 
 Morfologické nálezy byly velmi podobné, jako ve skupinách myší vyšetovaných 3, 6 
a 9 týdn po transplantaci (odstavec 8.1.). I v souborech trénovaných a netrénovaných myší 
typu Lurcher byly nalezeny transplantáty rozliné velikosti od nkolika bunk až po útvary 
mající v prmru nkolik mm. Na povrchu hostitelského mozeku nebo ásten v nm 
zanoený byl transplantát nalezen u 18 dosplých netrénovaných, 6 dosplých trénovaných, 
11 mladých netrénovaných a 8 mladých trénovaných zvíat. Na povrchu mozkového kmene 
v blízkosti mozeku byl transplantát nalezen u 4 dosplých netrénovaných a jedné dosplé 
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trénované myši. Celkem v 11 pípadech byl transplantát v kontaktu zárove s mozekem i 
kmenem nebo jeden z transplantát nasedal na mozeek a další na kmen (u jedné dosplé 
netrénované a jedné trénované myši, u 5 mladých netrénovaných a 4 mladých trénovaných 
myší). V jednom pípad nebylo možné pvodní lokalizaci urit. 
 Typická mozeková struktura se temi vrstvami kry byla nalezena alespo v ásti 
transplantátu jen u nkterých jedinc. Poty zvíat s prokázanou charakteristickou strukturou 
diferencovanou alespo v ásti transplantátu a poty zvíat s neuspoádanou strukturou jsou 
uvedeny v tab. 4. 
 I v tomto souboru byly interakce mezi transplantátem a okolní tkání píjemce pomrn 
chudé. Pokud bylo pozorováno prorstání vláken z transplantátu, nebylo masivní a vlákna 
probíhala pi povrchu mozeku píjemce. Fluoreskující buky lokalizované mimo transplantát 
byly obvykle v jeho blízkosti a jen ojedinle byly pozorovány ve vtší vzdálenosti. Tam, kde 
bylo pozorováno prorstání vláken nebo bunk, byl transplantát v kontaktu s mozekem. 
Avšak ne vždy znamenal kontakt s mozekem výskyt prorstání. Naopak ve všech 5 
pípadech, kdy byl transplantát v kontaktu jen s kmenem, byl oste ohraniený a prorstání 
nebylo pozorováno. Poty zvíat s patrným prorstáním vláken nebo bunk a poty zvíat 
s ohranieným transplantátem jsou uvedeny v tab. 4. 
Rozdíly ve výskytu diferencované struktury a prorstání mezi trénovanými a 
netrénovanými zvíaty nebyly statisticky významné. Mezi dosplými a mladými trénovanými 
zvíaty byl významný rozdíl ve výskytu prorstání (Fisherv test: p<0,0436). U 
netrénovaných myší rozdíl nebyl statisticky významný. 
 
Výskyt diferencované struktury 
mozekové kry 
Výskyt prorstání transplantátu 
do hostitelské tkán  
% ano ne % ano ne 
Dosplé netrénované 48 11 12 47 9 10 
Dosplé trénované 13 1 7 0 0 7 
Mladé netrénované 65 11 6 73 11 4 
Mladé trénované 50 6 6 50 6 6 
 
Tab. 4: Vlevo: Procento myší s výskytem diferencované struktury mozekové kry, poty 
dosplých a mladých, trénovaných a netrénovaných myší Lurcher, u kterých byla nalezena 
struktura mozekové kry, a poty zvíat, u kterých nalezena nebyla. Vpravo: Procento myší s 
výskytem prorstání vláken nebo bunk z transplantátu do hostitelské tkán, poty myší týchž 
skupin, u kterých bylo pozorováno prorstání, a poty zvíat, u kterých pozorováno nebylo. 
Zahrnuta jsou pouze zvíata, u kterých byl transplantát v kontaktu s mozekem. U 5 zvíat, u 
kterých se transplantát mozeku hostitele nedotýkal, žádné interakce nalezeny nebyly. U 
zbývajících 2 zvíat byl nález v tomto ohledu nejednoznaný. 
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9.2.2. Prostorová orientace v Morrisov vodním bludišti 
 
9.2.2.1. Základní srovnání myší typu Lurcher a wild s ohledem na vk 
U myší všech experimentálních skupin byla pozorována schopnost uení v Morrisov 
vodním bludišti. V prbhu deseti dn pokusu docházelo ke zkracování latencí dosažení 
ostrvku i uplavané dráhy. Uritým vývojem prošla u nkterých skupin myší i rychlost 
plavání (hladiny významnosti v tab. 5). Pomr latencí a pomr délek dráhy v posledním a 
prvním dnu pokusu (D10/D1) ukazující míru zmny je uveden v tab. 6. Pomry latencí a 
dráhy v posledním a prvním dnu se významn lišily mezi experimentálními skupinami myší 
(Kruskal-Wallisv test pro všech 10 experimentálních skupin, experimentální skupina jako 
nezávisle promnná: pro pomr latencí H(9, n=144)=53,21496, p<0,0001, pro pomr délek 
dráhy H(9, n=144)=53,19773, p<0,0001). 
 
Latence Dráha Rychlost 
 
p< 2 p< 2 p< 2
Lc dosplé T+R           n=8 0,00001 38,55387 0,00019 32,12727 NS 8,658832
Lc dosplé T              n=23 0,00001 105,1365 0,00001 74,18419 0,00856 22,10859
Lc dosplé K+R         n=15 0,00001 79,36827 0,00001 73,72000 0,00421 24,06182
Lc dosplé K              n=21 0,00001 82,69980 0,00001 53,69610 0,01605 20,31755
WT dosplé K            n=10 0,00001 67,27869 0,00001 63,42545 0,01332 20,85818
Lc mladé T+R            n=12 0,00001 71,03636 0,00001 67,05455 0,03819 17,74987
Lc mladé T                 n=17 0,00001 57,29536 0,00001 40,41818 NS 11,13766
Lc mladé K+R           n=14 0,00001 72,91678 0,00001 74,02597 0,00136 27,08192
Lc mladé: K               n=16 0,00001 88,44922 0,00001 77,30455 NS 16,25455
WT mladé K                n=8 0,00001 53,11912 0,00001 50,31818 NS 12,98786
 
Tab. 5: Statistická významnost zmn latencí dosažení ostrvku, délky dráhy a rychlosti 
plavání v Morrisov vodním bludišti v prbhu 10 dní pokusu u jednotlivých 
experimentálních skupin myší typu Lurcher (Lc) s transplantátem trénovaných na rotarodu 
(T+R), netrénovaných s transplantátem (T), kontrolních trénovaných (K+R), kontrolních 
netrénovaných (K) a u kontrolních myší typu wild (WT, K) - Friedmanova ANOVA. Hladiny 
významnosti p>0,05 jsou oznaeny jako NS (nesignifikantní). 
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 Pomr latencí Pomr délek dráhy 
Lc dosplé T + R 0,444 ± 0,168 0,516 ± 0,232 
Lc dosplé T 0,459 ± 0,257 0,607 ± 0,457 
Lc dosplé K + R 0,32 ± 0,114 0,341 ± 0,137 
Lc dosplé K 0,567 ± 0,275 0,72 ± 0,412 
WT dosplé K 0,12 ± 0,05 0,1423 ± 0,073 
Lc mladé T + R 0,386 ± 0,184 0,435 ± 0,257 
Lc mladé T 0,433 ± 0,291 0,506 ± 0,375 
Lc mladé K + R 0,459 ± 0,344 0,458 ± 0,336 
Lc mladé K 0,323 ± 0,135 0,3454 ± 0,155 
WT mladé K 0,097 ± 0,025 0,093 ± 0,026 
 
Tab. 6: Prmrné pomry latencí dosažení ostrvku a pomry délek dráhy v posledním (D10) 
a prvním (D1) dnu pokusu v Morrisov vodním bludišti (D10/D1) ± smrodatná odchylka u 
jednotlivých experimentálních skupin myší typu Lurcher (Lc) s transplantátem trénovaných 
na rotarodu (T+R), netrénovaných s transplantátem (T), kontrolních trénovaných (K+R), 
kontrolních netrénovaných (K) a u kontrolních myší typu wild (WT, K). 
 
Latence dosažení ostrvku i délka dráhy v Morrisov vodním bludišti významn 
závisely na experimentální skupin zvíat ve všech dnech pokusu s výjimkou prvního. 
Rychlost plavání se statisticky významn lišila mezi skupinami ve 4. až 10. dnu pokusu. 
Statistické významnosti jsou uvedeny v tab. 7. 
 
Latence Dráha Rychlost  
p< H (9, n=144) p< H (9, n=144) p< H (9, n=144)
D1 NS 12,68931 NS 14,46071 NS 10,48331 
D2 0,0001 43,8361 0,0001 42,38543 NS 10,59878 
D3 0,0001 53,10469 0,0001 55,05987 NS 12,51107 
D4 0,0001 59,09629 0,0001 65,25264 0,0001 33,13967 
D5 0,0001 63,9597 0,0001 65,87046 0,0008 28,56531 
D6 0,0001 56,29923 0,0001 59,59719 0,0015 26,90077 
D7 0,0001 57,99774 0,0001 61,25437 0,0005 29,88764 
D8 0,0001 57,46937 0,0001 58,26621 0,035 18,01468 
D9 0,0001 60,62564 0,0001 61,68635 0,0199 19,69777 
D10 0,0001 61,6801 0,0001 65,83742 0,0003 31,29488 
 
Tab. 7: Statistická významnost rozdíl latencí, délek dráhy a rychlosti plavání v Morrisov 
vodním bludišti mezi zvíaty sledovaných experimentálních skupin v jednotlivých dnech 
pokusu (D1-D10) - Kruskal-Wallisv test pro všech 10 experimentálních skupin 
(experimentální skupina jako nezávisle promnná). Hladiny významnosti p>0,05 jsou 
oznaeny jako NS (nesignifikantní). Tam, kde nebyla statisticky významná závislost na 
experimentální skupin, nebyly rozdíly mezi jednotlivými skupinami dále sledovány. 
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V testu v Morrisov vodním bludišti byly pozorovány výrazné rozdíly v latencích i 
délce dráhy mezi jedinci typu wild a kontrolními zvíaty typu Lurcher u mladých i dosplých 
myší (obr. 14 A, B). Mladé myši typu wild dosahovaly od druhého a dosplé od prvního dne 
pokusu kratších latencí i kratší dráhy než kontrolní myši typu Lurcher píslušné vkové 
skupiny (statistická významnost je uvedena v tab. 8). U mladých myší nebyly rozdíly 
v rychlosti plavání mezi jedinci typu wild a Lurcher. Dosplé myši typu Lurcher plavaly od 
tvrtého dne pokusu (D4) v prmru rychleji než dosplé myši typu wild (statistická 
významnost je uvedena v tab. 8) (obr. 14 C). 
 
Mladé myši: kontrolní myši typu wild vs. kontrolní myši typu Lurcher 
Latence Dráha Rychlost  
p< U p< U p< U 
D1 - - - - - - 
D2 0,00486 18 0,00847 21 - - 
D3 0,01432 24 0,00401 17 - - 
D4 0,00039 6 0,00076 9 NS 32 
D5 0,00118 11 0,00061 8 NS 60 
D6 0,00061 8 0,00095 10 NS 51 
D7 0,00024 4 0,00015 2 NS 33 
D8 0,00015 2 0,00015 2 NS 50 
D9 0,00009 0 0,00031 5 NS 45,5 
D10 0,00012 1 0,00009 0 NS 51 
Dosplé myši: kontrolní myši typu wild vs. kontrolní myši typu Lurcher 
Latence Dráha Rychlost  
p< U p< U p< U 
D1 - - - - - - 
D2 0,00006 10 0,00004 7 - - 
D3 0,00002 2 0,00001 0 - - 
D4 0,00001 0 0,00001 0 0,00085 26 
D5 0,00002 3 0,00002 2 0,00054 23 
D6 0,00002 2 0,00002 1 0,00114 28 
D7 0,00001 0 0,00001 0 0,00235 33 
D8 0,00002 2 0,00002 1 0,038402 56 
D9 0,00002 3 0,00002 2 NS 60,5 
D10 0,000021 3 0,00002 2 0,00005 8 
 
Tab. 8: Statistická významnost rozdíl latencí, délek dráhy a rychlostí plavání v jednotlivých 
dnech pokusu (D1-D10) v Morrisov vodním bludišti mezi kontrolními jedinci typu wild a 
kontrolními zvíaty typu Lurcher u mladých a u dosplých myší. Mann-Whitneyv test; 
hladiny významnosti p>0,05 jsou oznaeny jako NS; tam, kde nebyla zjištna statisticky 
významná závislost parametru na experimentální skupin, nebyl rozdíl mezi jednotlivými 
skupinami hodnocen (-). 
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Mladé myši typu wild také dosáhly nižšího pomru latencí (Mann-Whitneyv test: 
U=0, p<0,00009) i pomru délek dráhy (Mann-Whitneyv test: U=0, p<0,00009) mezi 
posledním (D10) a prvním (D1) dnem pokusu než mladé kontrolní myši typu Lurcher. 
Rovnž dosplé myši typu wild dosáhly nižšího pomru latencí (Mann-Whitneyv test: U=6, 
p< 0,00003) i délek dráhy (Mann-Whitneyv test: U=7, p< 0,00004) než dosplé kontrolní 
myši typu Lurcher (hodnoty pomr jsou uvedeny v tab. 6). 
 U myší typu wild nebyly mezi mladými a dosplými jedinci patrné rozdíly v latencích, 
délkách dráhy ani rychlosti plavání v Morrisov bludišti (obr. 14). Pomry latencí a délek 
dráhy v posledním a prvním dnu pokusu se také významn nelišily (hodnoty v tab. 6). 
U kontrolních myší typu Lurcher dosahovala mladá zvíata kratších latencí (v D3, D5-
D10) i kratších drah (v D2, D3, D5-D10) než dosplá pi mírn nižší rychlosti plavání (v D4, 
D5, D6, D10) (obr. 14). Statistické významnosti jsou uvedeny v tab. 9. Pomry latencí a délek 
dráhy v posledním a prvním dnu pokusu byly signifikantn nižší u mladých mutant typu 
Lurcher než u dosplých (hodnoty v tab. 6) (Mann-Whitneyv test: pro pomr latencí U=75, 
p<0,00436, pro pomr délek drah U=66, p<0,00177). 
 
Mladé vs. dosplé mutantní myši typu Lurcher 
Latence Dráha Rychlost  
p< U p< U p< U 
D1 - - - - - - 
D2 NS 119,5 0,02524 95 - - 
D3 0,02625 95,5 0,04305 102 - - 
D4 NS 113 NS 106 0,02524 95 
D5 0,00197 67 0,00396 74 0,03068 97,5 
D6 0,00048 54 0,00038 52 0,0273 96 
D7 0,00241 69 0,00326 72 NS 130 
D8 0,01195 86 0,0215 93 NS 148 
D9 0,00084 59 0,0006 56 NS 108 
D10 0,00084 59 0,00034 51 0,00267 70 
 
Tab. 9: Statistická významnost rozdíl latencí, délek dráhy a rychlostí plavání v jednotlivých 
dnech pokusu (D1-D10) v Morrisov vodním bludišti mezi mladými a dosplými kontrolními 
(kontrolní operace, netrénované) jedinci typu Lurcher. Mann-Whitneyv test; hladiny 
významnosti p>0,05 jsou oznaeny jako NS; tam, kde nebyla zjištna statisticky významná 
závislost parametru na experimentální skupin, nebyl rozdíl mezi jednotlivými skupinami 
hodnocen (-). 
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Obr. 14: Prmrné latence dosažení ostrvku v s (A), délka dráhy v cm (B) a rychlost plavání 
v cm/s (C) v jednotlivých dnech pokusu v Morrisov vodním bludišti (D1-D10) u dosplých a 
mladých myší typu wild (WT) a dosplých a mladých kontrolních myší typu Lurcher (Lc). 
Chybové úseky pedstavují stední chybu prmru. 
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9.2.2.2. Vliv transplantace a tréninku u dosplých myší 
Dosplé trénované mutantní myši typu Lurcher podrobené kontrolní operaci dosáhly 
významn kratších latencí a drah (v D3-D10, statistické významnosti v tab. 10) v Morrisov 
bludišti než netrénované kontrolní myši typu Lurcher pi nižší rychlosti plavání (v D4, D5, 
D6, D8, D10, statistické významnosti v tab. 10) (obr. 15). U trénovaných zvíat byly nižší 
pomry latencí (0,320 vs. 0,567, Mann-Whitneyv test: U=72, p<0,00609) i délek dráhy 
(0,341 vs. 0,72, Mann-Whitneyv test: U=63, p<0,00243) v posledním a prvním dnu pokusu 
než u netrénovaných. 
 
Dosplé kontrolní myši typu Lurcher: trénované vs. netrénované 
Latence Dráha Rychlost  
p< U p< U p< U 
D1 - - - - - - 
D2 NS 98 NS 103 - - 
D3 0,005 70 0,00156 59 - - 
D4 0,00072 52 0,00028 44 0,01075 78 
D5 0,00015 39 0,00004 28 0,00852 75,5 
D6 0,00015 39 0,00006 32 0,0129 80 
D7 0,01542 82 0,0027 64 NS 102 
D8 0,01836 84 0,00409 68 0,02796 89 
D9 0,005 70 0,00196 61 NS 112 
D10 0,0005 49 0,00017 40 0,00053 49,5 
 
Tab. 10: Statistická významnost rozdíl latencí, délek dráhy a rychlostí plavání 
v jednotlivých dnech pokusu (D1-D10) v Morrisov vodním bludišti mezi dosplými 
netrénovanými kontrolními mutanty Lurcher a dosplými trénovanými kontrolními mutanty 
Lurcher. Mann-Whitneyv test; hladiny významnosti p>0,05 jsou oznaeny jako NS; tam, kde 
nebyla zjištna statisticky významná závislost parametru na experimentální skupin, nebyl 
rozdíl mezi jednotlivými skupinami hodnocen (-). 
 
Dosplé netrénované myši typu Lurcher s pežívajícím transplantátem dosáhly 
významn kratších latencí v Morrisov bludišti než kontrolní netrénované myši typu Lurcher 
v jediném dnu (D5) pokusu (Mann-Whitneyv test: U=150,5, p<0,03251) a významn kratší 
dráhy pouze v 6. dnu (Mann-Whitneyv test: U=149, p<0,02976) a 7. dnu (Mann-Whitneyv 
test: U=154, p<0,0398) pokusu (obr. 15 A, B). V ostatních dnech nebyly statisticky významné 
rozdíly. Rychlost plavání byla u tchto dvou skupin zvíat prakticky shodná s výjimkou 10. 
dne, kdy kontrolní zvíata plavala rychleji (Mann-Whitneyv test: U=131, p<0,00943) (obr. 
15 C). Pomry latencí a délek dráhy v posledním a prvním dnu pokusu se významn nelišily 
(hodnoty v tab. 6). 
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Dosplé trénované myši typu Lurcher s pežívajícím transplantátem, tedy ovlivnné 
obma zpsoby, se v dosažených latencích nelišily významn od netrénovaných kontrolních 
myší typu Lurcher. Rovnž délka dráhy tchto myší se výraznji nelišila od délky dráhy 
kontrolních zvíat (pouze v D4 izolovaná statistická významnost: Mann-Whitneyv test: 
U=36, p<0,01918) (obr. 15 A, B). Významn se u tchto dvou skupin myší nelišila ani 
rychlost plavání (obr. 15 C) a pomry latencí a délek dráhy v posledním a prvním dnu pokusu 
(hodnoty v tab. 6). 
Výsledky dosplých trénovaných myší typu Lurcher s pežívajícím transplantátem a 
výsledky netrénovaných myší Lurcher s transplantátem se velmi podobaly ve všech 
sledovaných parametrech a nebyly mezi nimi žádné významné rozdíly (obr. 15, tab. 6). 
Dosplé trénované kontrolní myši typu Lurcher dosáhly ve srovnání s trénovanými 
zvíaty s transplantátem ve 3., 9. a 10. dnu pokusu kratších latencí (Mann-Whitneyv test: pro 
D3 U=10, p<0,00125, pro D9 U=26, p<0,0282, pro D10 U=17,5, p<0,00609) a kratší dráhy 
(Mann-Whitneyv test: pro D3 U=11, p<0,00157, pro D9 U=21, p<0,01183, pro D10 U=8, 
p<0,00079) (obr. 15 A, B). Rychlost plavání se významn nelišila a ani v pomrech latencí a 
délek dráhy v posledním a prvním dnu pokusu nebyly významné rozdíly (obr. 15 C, tab. 6). 
Ve srovnání s netrénovanými mutanty Lurcher s transplantátem také dosáhly 
trénované kontrolní myši kratších latencí ve 2.-6. a 10. dnu (Mann-Whitneyv test: pro D2 
U=85, p<0,00898, pro D3 U=64,5, p<0,00126, pro D4 U=77, p<0,00435, pro D5 U=80,5, 
p<0,00601, pro D6 U=104, p<0,0408, pro D10 U=97, p<0,02416) a kratší dráhy v 3.-6. a 8.-
10. dnu pokusu (Mann-Whitneyv test: pro D3 U=56, p<0,00051, pro D4 U=57, p<0,00055, 
pro D5 U=61, p<0,00087, pro D6 U=91, p<0,01495, pro D8 U=102, p<0,03527, pro D9 
U=95, p<0,02065, pro D10 U=89, p<0,01265) (obr. 15 A, B) pi mírn nižší rychlosti (Mann-
Whitneyv test: pro D5 U=78, p<0,00478) (obr. 15 C). V pomrech latencí a délek dráhy 
v posledním a prvním dnu pokusu však statisticky významné rozdíly nebyly zjištny (hodnoty 
v tab. 6). 
Nejlepších výsledk v Morrisov vodním bludišti tedy dosáhly trénované kontroln 
operované myši. Ani ty se však nevyrovnaly myším typu wild, jejichž latence i délka dráhy 
byly výrazn kratší tém po celý prbh pokusu s výjimkou prvního dne. Rychlost plavání 
byla pitom velmi podobná nebo dokonce ve 4. dnu pokusu statisticky významn nižší u myší 
typu wild (statistické významnosti v tab. 11) (obr. 15). U myší typu wild byly také výrazn 
nižší pomry latencí (Mann-Whitneyv test: U=7, p<0,00017) i délek dráhy (Mann-
Whitneyv test: U=11, p<0,00039) v posledním a prvním dnu pokusu než u trénovaných myší 
typu Lurcher (hodnoty v tab. 6). 
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Dosplé trénované kontrolní myši Lurcher vs. dosplé kontrolní myši typu wild 
Latence Dráha Rychlost  
p< U p< U p< U 
D1 - - - - - - 
D2 0,00107 16 0,00009 4 - - 
D3 0,00013 6 0,00009 4 - - 
D4 0,00032 10 0,00021 8 0,03053 36 
D5 0,00021 8 0,00017 7 NS 50 
D6 0,00059 13 0,00032 10 NS 53 
D7 0,00004 0 0,00004 0 NS 43 
D8 0,00009 4 0,00017 7 NS 70 
D9 0,00009 4 0,00011 5 NS 66 
D10 0,00007 3 0,00006 2 NS 67 
 
Tab. 11: Statistická významnost rozdíl latencí, délek dráhy a rychlostí plavání 
v jednotlivých dnech pokusu (D1-D10) v Morrisov vodním bludišti mezi dosplými 
trénovanými kontrolními jedinci typu Lurcher a dosplými zvíaty typu wild. Mann-
Whitneyv test; hladiny významnosti p>0,05 jsou oznaeny jako NS; tam, kde nebyla zjištna 
statisticky významná závislost parametru na experimentální skupin, nebyl rozdíl mezi 
jednotlivými skupinami hodnocen (-). 
 
Parametry mené v Morrisov vodním bludišti u myší s pežívajícím transplantátem 
nevykazovaly zjevnou souvislost s velikostí transplantátu ani s pítomností interakcí štpu 
s okolní hostitelskou tkání. 
 
9.2.2.3. Vliv transplantace a tréninku u mladých myší 
U mladých myší typu Lurcher nebyly mezi netrénovanými kontrolními zvíaty a 
zvíaty ovlivnnými tréninkem, transplantací nebo obma zpsoby statisticky významné 
rozdíly v latencích, délce dráhy v Morrisov vodním bludišti ani v pomrech latencí a 
pomrech délek dráhy v prvním a posledním dnu pokusu (obr. 16, tab. 6). Výjimkou jsou 
izolované statisticky významné rozdíly v rychlostech plavání mezi kontrolní skupinou 
netrénovaných myší typu Lurcher a skupinou netrénovaných myší s pežívajícím 
transplantátem (Mann-Whitneyv test: pro D4 U=80, p<0,04368, pro D7 U=63, p<0,00856, 
pro D8 U=74, p<0,02554), mezi kontrolními netrénovanými a kontrolními trénovanými 
zvíaty (Mann-Whitneyv test: pro D7 U=45, p<0,00536) a mezi kontrolními netrénovanými 
zvíaty a skupinou trénovaných myší s transplantátem (Mann-Whitneyv test: pro D7 U=50 
p<0,03273). Ve všech tchto pípadech plavaly netrénované kontrolní myši rychleji. 
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Obr. 15: Prmrné latence dosažení ostrvku v s (A), délka dráhy v cm (B) a rychlost plavání 
v cm/s (C) v jednotlivých dnech pokusu v Morrisov vodním bludišti (D1-D10) u dosplých 
myší typu Lurcher s transplantátem trénovaných na rotarodu (T+R), netrénovaných s 
transplantátem (T), kontrolních trénovaných (K+R), kontrolních netrénovaných (K) a u 
kontrolních dosplých myší wild (WT). Chybové úseky pedstavují stední chybu prmru. 
 50
 MVB - rychlost - mladé
10
12
14
16
18
20
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
[cm/s]
T+R T K+R K WT
C
MVB - dráha - mladé
0
200
400
600
800
1000
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
[cm]
T+R T K+R K WT
B
MVB - latence - mladé
0
10
20
30
40
50
60
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
[s]
T+R T K+R K WT
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 16: Prmrné latence dosažení ostrvku v s (A), délka dráhy v cm (B) a rychlost plavání 
v cm/s (C) v jednotlivých dnech pokusu v Morrisov vodním bludišti (D1-D10) u mladých 
myší typu Lurcher s transplantátem trénovaných na rotarodu (T+R), netrénovaných s 
transplantátem (T), kontrolních trénovaných (K+R), kontrolních netrénovaných (K) a u 
kontrolních mladých myší wild (WT). Chybové úseky pedstavují stední chybu prmru. 
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10. DISKUSE 
 
10.1. Pežívání a struktura transplantátu 
 
Pežívání solidního embryonálního mozekového transplantátu u myší typu Lurcher 
kmene B6CBA bylo ve všech skupinách více než šedesátiprocentní, avšak posuzováno 
celkov, nebylo ani stoprocentní. Pežití tedy bylo vyšší, než jaké popisují u mladých i 
dosplých mutant Lurcher Tomey a Heckroth (1993), kteí udávají pežití u poloviny zvíat 
pi použití bunné suspenze, která i v naší laboratoi pežívala he než solidní transplantát 
(Schmidtmayerová a spol., 2005). Souasné nálezy podporují tvrzení Tomeye a Heckrotha 
(1993), že pežívání mozekového transplantátu je u myší typu Lurcher nižší než u pcd 
mutant. Srovnávání výsledk dosažených v rzných laboratoích je ovšem problematické, 
vzhledem k možným odchylkám v metodice i odlišným kmenm použitých zvíat (Tomey a 
Heckroth, 1993). 
U mladých i dosplých myší typu Lurcher, ani u dosplých myší typu wild jsme 
nepozorovali pokles výskytu transplantátu mezi tetím a devátým týdnem po transplantaci. 
Pesto nkteré transplantáty jevily známky rozpadu a drobné shluky bunk byly 
pravdpodobn zbytkem po jejich zániku. Tomu v nkolika pípadech nasvdovala i 
deformace hostitelského mozeku kolem shluku bunk, která dokládala pvodní rozmry 
transplantátu. Tyto nálezy naznaují, že v období 3 až 9 týdn po transplantaci nedochází 
k masivnímu a rychlému úplnému zániku transplantátu. U nkterých zvíat zanikl transplantát 
již bhem prvních tí týdn po operaci, a proto pi vyšetení 3 týdny po operaci nebyl nalezen 
u všech jedinc. Fakt, že dále pítomnost transplantátu neklesala, znamená, že pokud tento 
pežil 3 týdny, petrval pak tém vždy nejmén do devátého týdne alespo v podob 
drobných zbytk tkán nebo rzn velkého útvaru nejevícího známky rozpadu. Ke zjištní, 
zda v prbhu této doby dochází k pozvolnému zmenšování transplantátu v dsledku 
postupného zániku nebo, zda petrvává ve stavu, v jakém se nacházel 3 týdny po 
transplantaci, bude poteba provést volumometrickou studii založenou na principech 
stereologie. Pedbžné výsledky našich dosud nepublikovaných a stále probíhajících pokus 
prokazují nezanedbatelné pežívání objemných embryonálních mozekových transplantát 
bez známek regresivních zmn u mutant Lurcher ješt 6 msíc po transplantaci. 
Do oblasti mozeku píjemce jsme aplikovali dva transplantáty. Dva kousky 
fluoreskující tkán však byly nalezeny jen u nkterých zvíat. Mnohdy byla nalezena jen 
jedna ást, jindy naopak více než dv. Nález jednoho transplantátu lze vysvtlit zánikem 
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druhého. V pípadech, kdy ml transplantát znané rozmry a lenitý tvar, došlo 
pravdpodobn ke spojení obou aplikovaných ástí v jeden útvar bhem jejich rstu. Pokud 
byl pítomen vtší poet kousk, byly obvykle menších rozmr. Mohlo se jednat o zbytky 
transplantátu, nebo mohlo dojít k jeho roztržení na nkolik menších fragment bhem 
nasávání do kapiláry, což jsme nkolikrát pozorovali. Byly-li kousky od sebe více vzdálené, 
napíklad nkteré na mozeku, další na ventrálním a zárove i dorsálním povrchu kmene, pak 
je pravdpodobnjší druhé vysvtlení. 
V nkterých pípadech se u myší typu wild i Lurcher v ásti transplantátu 
diferencovala charakteristická trojvrstevná struktura mozekové kry. Tento jev pozorovali i 
Sotelo a Alvarado-Mallart (1987b) u myší pcd, kde kousky transplantovaného mozeku, které 
byly uloženy povrchov, vytvoily dokonce lalonatá minicerebela. Hecroth a spol. (1998) 
popsali u mutant typu Lurcher vytvoení typické mozekové struktury v transplantátu 
dokonce i po aplikaci bunné suspenze. 
Interakce mezi transplantátem a tkání mozeku hostitele mly podobu prorstání 
nervových vláken z transplantátu a pítomnosti fluoreskujících, tedy z transplantátu 
pocházejících bunk avšak lokalizovaných mimo nj. Tyto interakce však byly pomrn 
chudé a zdaleka se nevyskytovaly u všech zvíat. 
Vlákna vystupující z transplantátu probíhala obvykle mlce a byla orientována zhruba 
paraleln s povrchem mozeku píjemce. Nezdálo se tedy, že by smovala k hlubokým 
jádrm mozeku, která jsou normálním cílem axon Purkyových bunk. Tento nález je ve 
shod s tvrzením, že granulární vrstva pedstavuje bariéru omezující prnik vláken a bunk 
hloubji do mozeku, a to i u mutant Lurcher, kde je znan atrofická (Dumesnil-Bousez a 
Sotelo, 1993). Tomey a Heckroth (1993) nalezli u ásti myší typu Lurcher vlákna 
transplantovaných bunk vrstající do mozekových jader, avšak uvádjí, že nebylo možné 
urit, zda pocházejí z bunk lokalizovaných v molekulární vrstv nebo uložených ve vrstv 
granulární a v bílé hmot. Osídlení mozeku píjemce bukami pocházejícími z transplantátu, 
které jsme pozorovali, bylo omezeno na jeho nejbližší okolí. Ve vtší vzdálenosti jsme nalezli 
nejvýše jednotlivé buky. Jejich znaná ást mla oválný nebo hruškovitý tvar, výrazný 
dendritický strom a i svými rozmry odpovídala bukám Purkyovým. 
Skutenost, že transplantát neprorstal do mozkového kmene, ani když s ním byl 
v kontaktu velkou plochou, podporuje názor, že migrace bunk a prorstání vláken mže 
smovat jen do vhodné tkán a že pohyb transplantovaných Purkyových bunk smuje 
pedevším do molekulární vrstvy mozeku, která na n psobí pitažlivými silami (Alvarado-
Mallart a Sotelo, 1993; Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987a; Sotelo a spol., 1990; Triarhou a 
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spol., 1992). 
Pedpokládá se, že pežívání a další vývoj transplantovaných embryonálních 
nervových bunk i kmenových bunk do znané míry závisí na vlastnostech prostedí, které je 
obklopuje, tedy na typu a stavu tkán, do které byly aplikovány (Rossi a Cattaneo, 2002). 
Pežívání transplantovaných bunk je napíklad výrazn horší v prostedí zmnném 
neurodegenerací nebo traumatem a v prostedí, kde probíhají excitotoxické procesy (Macklis, 
1993; Snyder a spol., 1997). V mozeku mutant typu Lurcher probíhá excitotoxická 
apoptóza, jejímž dsledkem je neurodegenerace (Zuo a spol., 1997), je zde chronický zánt 
(Vogel a spol., 2007) a aplikace transplantátu též zpsobí uritou traumatizaci tkán píjemce. 
Tyto faktory mohou negativn ovlivovat osud transplantovaných bunk u myší Lurcher i 
s ohledem na vk píjemce a tedy pokroilost degenerativních zmn. U mutant Lurcher se 
dále mohou uplatovat dva protichdné vlivy. S pokraující degenerací ubývá Purkyových 
bunk. Tím se uvoluje místo pro nové a mizí negativní psobení hostitelských Purkyových 
bunk. Na druhou stranu, zárove ubývají granulární buky a neurony dolní olivy, jejichž 
axony by zajistily aferentní inervaci transplantovaných Purkyových bunk, která má trofický 
vliv (Tomey a Heckroth, 1993). 
V naší studii neukázala analýza pežívání a struktury solidního mozekového 
transplantátu zjevné rozdíly mezi mutanty Lurcher a zdravými jedinci typu wild téhož kmene. 
Výjimkou byl nález astjšího prorstání bunk nebo vláken z transplantátu u dosplých myší 
typu wild než u dosplých mutant. Akoliv je srovnání pouze orientaní, zdá se, že 
patologicky zmnné prostedí mozeku myší typu Lurcher nemá zcela zásadní vliv na osud 
solidního transplantátu. Více informací by pinesla stereologická studie pomrného 
zastoupení jednotlivých typ bunk v transplantátu. 
Carletti a Rossi (2005) popisují rozdíly v diferenciaci embryonálních (12. den 
nitrodložního vývoje) bunk mozeku aplikovaných ve form suspenze u pcd mutant a 
myší typu wild, kdy u zdravých myší tvoily granulární buky podstatn vtší ást z bunk 
odvozených z transplantátu než u mutant pcd. Heckroth a spol. (1998), kteí vyšetili 
histologicky 4 devadesátidenní myši typu wild, kterým ve vku 8-10 dn aplikovali suspenzi 
embryonálních mozekových bunk, našli jen omezený prnik transplantovaných neuron do 
hostitelské tkán, a to pouze v místech zjevného fyzického poškození hostitelského mozeku. 
V téže práci pitom popisují infiltraci molekulární vrstvy mutant Lurcher transplantovanými 
bukami (Heckroth a spol., 1998) a jejich nálezy jsou tedy v tomto smru opané než naše. 
Naproti tomu Triarhou a spol. (1987a) udávají, že prostedí hostitelského mozeku mutant 
nenarušuje pežití Purkyových a granulárních bunk v solidním mozekovém transplantátu u 
 54
myší typu pcd a weaver. Buky aplikované ve form suspenze jsou však v tsnjším kontaktu 
s hostitelskou tkání než buky v solidním transplantátu, který jsme použili i v naší studii. Roli 
tedy hraje i forma transplantátu a existuje názor, že pokusy se solidními transplantáty 
neposkytují dostatenou informaci o vlivu prostedí hostitelského mozeku na volbu smru 
diferenciace transplantovaných bunk (Carletti a Rossi, 2005). 
Mezi mladými a dosplými mutanty Lurcher jsme nezjistili rozdíly v pežívání 
transplantátu. U mladých myší byla v transplantátu astji patrná diferenciace vrstev 
mozekové kry a stejn tak i prorstání transplantátu do hostitelské tkán než u dosplých 
myší typu Lurcher. Možnou roli vku píjemce dokládá také práce Ghettiho a spol. (1990), 
kteí však u pcd myší zjistili, že pežívalo více transplantovaných bunk, pokud byla 
transplantace provedena po dokonení degenerativního procesu v mozeku píjemce, tedy po 
45. dnu života, než když byla provedena ješt v dob probíhající degenerace. V tomto rozdílu 
mezi obma typy mutant mže hrát roli odlišný prbh degenerace Purkyových bunk, 
která zaíná u myší typu Lurcher díve. 
Fyzická aktivita neovlivnila pežívání solidního mozekového transplantátu a 
nepodpoila vývoj charakteristické cerebelární struktury ani jeho propojení s hostitelskou 
tkání, akoliv v pípad striata u potkan toto údajn pozorováno bylo (Döbrössy a Dunnett, 
2004, 2005). 
 
10.2. Vliv nucené fyzické aktivity a transplantace na prostorovou orientaci v  Morrisov 
vodním bludišti 
 
Výrazný rozdíl mezi neovlivnnými mutanty Lurcher a myšmi typu wild ve 
schopnosti dosáhnout ostrvku v Morrisov vodním bludišti jsme ukázali již v díve (Porras-
García a spol., 2005). Souasné pokusy provedené ve stejném bludišti a stejné laboratoi 
potvrdily horší schopnost uení u myší typu Lurcher a jsou ve shod s poznatky o deficitu 
prostorové orientace u tchto mutant (Lalonde a spol., 1988a). Pes tento deficit však myši 
typu Lurcher všech experimentálních skupin vykazovaly zkracování latencí a délky dráhy 
v prbhu testu v Morrisov vodním bludišti, což lze pokládat za projev uení. 
Pro interpretaci výsledk je dležité, že rychlost plavání myší typu Lurcher nebyla 
nižší než rychlost myší wild. Obdobn prmrná rychlost plavání myší Lurcher srovnávaných 
skupin byla stejná nebo dokonce nižší u skupiny zvíat s kratšími latencemi. Proto rozdíly 
v latencích nelze vysvtlit rznou rychlostí plavání a lze je spíše pipsat rozdílné schopnosti 
prostorového uení, prostorové orientace nebo visuomotorické koordinace, která je možnou 
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píinou selhávání myší typu Lurcher v testech prostorového uení ve vodních bludištích 
(Caston a spol., 1999; Lalonde a Thifault, 1994). 
Nucená fyzická aktivita výrazn zlepšila výsledky dosplých myší typu Lurcher 
v Morrisov vodním bludišti. Caston a spol. (1999) popsali zlepšení schopnosti uení u 
mutant typu Lurcher chovaných v obohaceném prostedí, které bylo pravideln 
obmováno, aby byla udržována exploraní aktivita. Mnící se prostedí mže trénovat 
prostorovou orientaci a pam	 a také stimulovat volní pohybovou aktivitu (exploraci 
prostedí). V naší studii jsme použili nucenou pohybovou aktivitu, která mže být 
standardizována a kvantifikována. Nucená aktivita je také spojena se zmnou prostedí 
(vyjmutí z chovné klece) a tzv. handlingem, i když jist nepináší tolik nových podnt a 
netrénuje prostorovou orientaci jako obohacené prostedí. O to lépe však umožuje posuzovat 
vliv fyzické aktivity jako takové. Na rozdíl od Castona a spol. (1999) jsme k testu 
prostorového uení a orientace použili Morrisovo vodní bludišt se tymi stídajícími se 
startovními pozicemi (Caston a spol. startovní pozici nemnili). Dvodem bylo úlohu ztížit a 
zárove potlait idiotetickou navigaci a posuzovat tak pedevším navigaci alotetickou. 
Pozitivní efekt fyzické aktivity na schopnost prostorové orientace není pekvapující. Je 
známo, že fyzická aktivita a obohacené prostedí mírní kognitivní deficit u rzných 
mutantních zvíecích model nervových onemocnní (Huang a spol., 2006) a zvyšuje hladinu 
BDNF v mozku (Berchtold a spol., 2005; Vaynman a spol., 2006), jak bylo zmínno v úvodu. 
Naproti tomu transplantace embryonální mozekové tkán mla na schopnost 
prostorové orientace nevýrazný vliv. Dosplé myši s pežívajícím transplantátem dosáhly 
významn kratších latencí v bludišti než kontrolní myši jen v pátém dnu a významn kratší 
dráhy jen v šestém a sedmém dnu desetidenního pokusu. Krom toho dosahovala dosplá 
trénovaná zvíata s pežívajícím transplantátem horších výsledk než trénovaní kontrolní 
mutanti. Nedošlo tedy ke vzájemnému posílení úink obou zpsob ovlivnní a jejich 
kombinace se ukázala jako neúinná. 
Pokud je o morfologii transplantátu, byl u velké ásti zvíat oste ohraniený. 
V ostatních pípadech bylo sice patrné prorstání vláken nebo migrace bunk z transplantátu 
do okolí, avšak masivní kolonizace mozeku píjemce transplantovanými Purkyovými 
bukami a vrstání axon do oblasti mozekových jader nebyly pozorovány. Proto také nelze 
pedpokládat výrazné funkní projevy dané náhradou zaniklých Purkyových bunk 
transplantovanými bukami, které by se zapojily do nervových okruh perušených 
degenerativním procesem. Spíše je nutno uvažovat o nespecifickém trofickém psobení 
embryonální tkán podporujícím plasticitu mozku (Cendelín a spol., 2006a, v tisku). Obdobn 
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vysvtluje mechanismus zlepšení funkcí poškozených mozkovým infarktem po následné 
transplantaci embryonální tkán Mattsson a spol. (1997). Zárove je nutno vzít v úvahu i 
možné negativní psobení transplantátu. V ad pípad jsme pozorovali deformaci a stlaení 
mozeku píjemce transplantátem vtších rozmr, který pipomínal neinvazivn rostoucí 
tumor, nebo naopak defekt v mozeku píjemce v okolí drobného, pravdpodobn 
rozpadajícího se transplantátu. Tyto negativní zmny mohly limitovat možnosti funkního 
zlepšení daného tréninkem. 
Nález uritého, by	 mírného zlepšení v Morrisov bludišti po transplantaci je ovšem 
podporován zjištním Barcala a spol. (v tisku), který u myší použitých v této práci po 
skonení testu prostorového uení vyšetil dlouhodobou hipokampální potenciaci (LTP). 
Zjistil významn vyšší úrove potenciace u trénovaných myší typu Lurcher s pežívajícím 
transplantátem ve srovnání s kontrolními mutanty. Hipokampální LTP je pitom považována 
za jeden z nejdležitjších elektrofyziologických jev souvisejících s mechanismy uení a 
pamti na neuronální úrovni (Bliss a Collingridge, 1993). Toto zlepšení by mohlo být opt 
vysvtlováno trofickým psobením embryonální tkán na mozek píjemce, vetn 
hipokampu, a píznivým vlivem fyzické aktivity na synaptickou plasticitu v mozku a 
jmenovit v hipokampu (Kempermann a spol., 1997). 
Vedle nevýrazného vlivu transplantace embryonální mozekové tkán na prostorovou 
orientaci u dosplých myší typu Lurcher nemla transplantace u stejných myší prakticky 
žádný vliv na motorické funkce (Cendelín a spol., 2006a, v tisku). Tyto skutenosti ukazují, 
že pínos aplikace solidního embryonálního mozekového transplantátu mutantním myším 
Lurcher je sporný. To je v protikladu s nálezy popisovanými u pcd mutant a myší typu 
SCA1, u nichž došlo po transplantaci k zmírnní projev ataxie (Triarhou a spol., 1995, 1996; 
Zhang a spol., 1996; Kaemmerer a Low, 1999). V tchto studiích však byla aplikována 
bunná suspenze, nikoliv solidní transplantát. Bylo by zajímavé zjistit, zda má transplantace 
mozekové tkán u tchto model hereditární ataxie také vliv na kognitivní funkce, a jaký je 
funkní efekt aplikace suspenze embryonálních bunk mozeku mutantm Lurcher. 
U mladých myší typu Lurcher jsme nepozorovali pozitivní vliv transplantace, ani 
úinek fyzické aktivity na schopnost orientace v Morrisov bludišti. Mladí kontrolní mutanti 
však dosahovali lepších výsledk než dosplí. Trénované dosplé myši typu Lurcher, které 
byly nejlepší skupinou dosplých mutant, se svým výkonem piblížily mladým zvíatm. 
Zdá se tedy, že nucená fyzická aktivita mírnila deficit spojený s vyšším vkem, který nebyl 
pozorován u myší typu wild (Cendelín a spol., 2008). Pro ovení této hypotézy bude teba 
provést detailnjší studii u nkolika vkových skupin myší typu Lurcher i wild. 
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11. ZÁVRY 
 
1. Nebyly zjištny statisticky významné rozdíly v pežívání solidního embryonálního 
mozekového transplantátu mezi dosplými mutanty typu Lurcher kmene B6CBA a 
dosplými jedinci typu wild téhož kmene. Rovnž nebyly rozdíly v pežívání transplantátu 
mezi mutanty Lurcher operovanými v dosplosti a mutanty operovanými ve vku 12 až 18 
dn. Ve struktue transplantátu byly nalezeny mírné rozdíly mezi dosplými zvíaty typu 
wild a Lurcher a mezi mladými a dosplými mutanty Lurcher. Nucenou fyzickou aktivitou 
pežívání transplantátu významn ovlivnno nebylo. 
2. V období 3 až 9 týdn po transplantaci nedocházelo k rychlému zániku transplantátu a 
jeho výskyt byl v tomto období stabilní, i pes regresivní zmny patrné v nkterých 
pípadech. Z nález plyne poteba stereologické studie vývoje objemu štpu, která by 
ukázala, zda dochází k jeho pozvolné redukci, nebo zda pežívá dlouhodob beze zmn. 
3. Potvrdili jsme nižší schopnost prostorového uení nebo orientace u myší typu Lurcher 
kmene B6CBA ve srovnání se zvíaty typu wild téhož kmene. Pes tento deficit je u myší 
typu Lurcher zachovaná uritá schopnost uení v Morrisov vodním bludišti. 
4. Nucená fyzická aktivita vedla u dosplých myší typu Lurcher kmene B6CBA 
k významnému zlepšení schopnosti prostorové orientace v Morrisov vodním bludišti. 
5. Pínos aplikace solidního embryonálního mozekového transplantátu byl u dosplých 
myší typu Lurcher, s ohledem na nedostatený funkní efekt a možné negativní psobení 
na pvodní tká píjemce, sporný. Kombinace transplantace a nucené fyzické aktivity 
nevedla u dosplých myší typu Lurcher k vzájemnému posílení úink obou zpsob 
ovlivnní a transplantace v tomto pípad dokonce spíše snižovala efekt tréninku. Protože 
není známo, jaký má transplantace mozekové tkán vliv na prostorovou orientaci u 
jiných mutantních myší postižených cerebelární degenerací, u kterých je udáván pozitivní 
úinek transplantace na motorické funkce, bude užitené provést pokusy, které by tuto 
problematiku objasnily. Výzkum více typ myších model cerebelární degenerace je 
nezbytným pedpokladem pro penos poznatk do humánní medicíny, protože i u lovka 
pedstavují hereditární ataxie rozmanitou skupinu nemocí. 
6. U mladých myší typu Lurcher kmene B6CBA nebyl zjištn významný vliv transplantace 
ani fyzické aktivity na schopnost prostorové orientace v Morrisov vodním bludišti. 
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7. Vzhledem ke zjištným rozdílm v úinnosti nucené fyzické aktivity na schopnost 
prostorové orientace v závislosti na vku pokusných myší typu Lurcher, bude vhodné 
provedení podrobnjší studie ontogenetického vývoje prostorového uení u mutant typu 
Lurcher rzného stáí vetn sledování možností jeho ovlivnní. 
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